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Strategija razvoja biosenzorjev imunskega odziva v krompirju 
Povzetek 
Kadar rastlina doživi stres, naj bo biotskega ali abiotskega izvora, v ogroženih celicah 
pride do imunskega odziva. Informacija o vrsti stresa se prenese med celicami s hormoni 
in drugimi signalnimi molekulami, ki nastajajo med celičnim imunskim odzivom. 
Imunski odziv lahko spremljamo v tkivu skozi čas preko aktivnosti promotorjev genov, 
ki so vključeni v regulatorno omrežje imunskega odgovora. Z izbiro promotorja gena iz 
določene signalne poti imunskega odziva lahko sledimo prostorsko-časovni dinamiki 
aktivacije izbranih genov in s tem širjenju imunskega odgovora. 
V magistrskem delu smo preverjali ustreznost treh metod za testiranje nativnih 
inducibilnih rastlinskih promotorjev po prehodni transformaciji tobaka Nicotiana 
benthamiana. Te metode so: kvalitativni test z glukuronidazo, kvantitativni test z 
luciferazo in konfokalna makroskopija. Ugotovili smo, da je test z luciferazo 
najprimernejši za ta namen, saj je hiter, občutljiv in ponovljiv ter omogoča spremljanje 
aktivnosti promotorja in vivo pri večjem številu vzorcev in skozi čas. Test smo nato 
optimizirali za naš namen. 
Reporterske proteine, ki smo jih uporabili za preverjanje metod, smo izražali pod kontrolo 
nativnih promotorjev genov PR1b, Pti5, MC in CPI8. Prvi trije so bili iz genomske DNA 
krompirja (Solanum tuberosum) že pomnoženi, promotorska zaporedja CPI8 pa smo 
pomnožili iz genoma kultivarjev krompirja Rywal in Désirée na podlagi referenčnega 
zaporedja podvrste Phureja ter analizirali predvidene cis-regulatorne regije. Aktivnost 
izbranih različic promotorjev CPI8 ob indukciji z jasmonsko kislino smo preverjali po 
prehodni transformaciji tobaka z optimiziranim luciferaznim testom. Različico, pri kateri 
je bilo izražanje luciferaze najmočnejše, smo izbrali za biosenzor signalne poti jasmonske 
kisline in ga bomo uporabili za stabilno transformacijo rastlin krompirja za nadaljnje 
proučevanje rastlinskega odziva na stres.  
Nova spoznanja o nastanku in razširjanju imunskega odziva pri rastlinah nam pomagajo 
razumeti potek rastlinskih bolezni in rastlinskega odgovora na kombinacije različnih 
stresorjev. To razumevanje je ključno pri pripravi novih, odpornejših sort.  
 
Ključne besede: rastlinski imunski odziv, proteinazni inhibitor, luciferazni test aktivnosti 







Strategy for development of immune response biosensors in 
potato 
Abstract 
In biotic or abiotic stress, immune response is activated in affected plant cells. 
Information about the type of stress is shared between cells through hormones and other 
signal molecules synthesized in affected cells. 
Immune response can be followed through the activity of promoters of the genes that are 
involved in the immune response regulatory network. With the selection of a gene 
promoter from a specific immune response signaling pathway, we can track 
spatiotemporal dynamics of the activation of chosen genes and therewith, the expansion 
of the immune response. 
In this Master thesis, the applicability of three different methods for testing native 
inducible plant promoters after transient transformation of tobacco plants Nicotiana 
benthamiana was tested. These methods are: qualitative beta-glucuronidase assay, 
quantitative luciferase assay and confocal macroscopy. The luciferase assay was shown 
to be the most suitable for our purposes as it is fast, sensitive and repeatable and allows 
measuring of promoter activity in vivo in higher number of samples and through time. 
The assay was optimized in order to serve our purposes.  
Reporter proteins that were used in methods testing were expressed under control of 
native promoters of genes PR1b, Pti5, MC and CPI8. The first three had already been 
amplified from potato (Solanum tuberosum) genomic DNA, while promoter regions of 
CPI8 were amplified from the genome of cultivars Rywal and Désirée according to the 
reference sequence in Phureja subspecies. Afterwards, predicted cis-regulatory regions 
were analyzed in the amplified promoter regions. Actual activities of three chosen 
variants of CPI8 promoters were tested for inducibility to jasmonic acid after transient 
transformation of tobacco in the optimized luciferase assay. A variant that showed the 
highest luciferase expression was chosen for a biosensor of jasmonic acid signaling 
pathway and will be used for stable transformation of potato plants for further studies on 
plant stress response. 
New discoveries about the start and expansion of immune response in plants help us 
understand the course of plants’ diseases and response to the combination of different 
stressors. This understanding is key in the preparation of new, more robust plant cultivars. 
 
Keywords: plant immune response, proteinase inhibitor, luciferase test of promoter 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
ARF: na avksin odzivni faktor (ang. auxin-responsive factor) 
CDPK: od kalcija odvisna protein kinaza (ang. calcium-dependent protein kinase) 
COI1: na koronatin neobčutljiv 1 (ang. coronatine insensitive 1) 
CPI: inhibitor cisteinske proteinaze (ang. cysteine proteinase inhibitor) 
DAMP: s poškodbami povezan molekularni vzorec (ang. damage-associated molecular 
pattern) 
EDTA: etilendiamintetraocetna kislina 
ERF: na etilen odzivni transkripcijski faktor (ang. ethylene-responsive transcription 
factor) 
ET: etilen 
ETI: z efektorji sprožena imunost (ang. effector-triggered immunity) 
ETS: z efektorji sprožena dovzetnost oz. občutljivost (ang. effector-triggered 
susceptibility) 
FLIP: izguba fluorescence zaradi s svetlobo povzročenega bledenja (ang. fluorescence 
loss in photobleaching) 
FLUC: luciferaza iz kresnice (ang. firefly luciferase) 
FP; BFP, EGFP, GFP, iRFP: fluorescenčni protein; modri, ojačani zeleni, zeleni, 
infrardeči fluorescenčni protein 
FRAP: povrnitev fluorescence po s svetlobo povzročenemu bledenju (ang. fluorescence 
recovery after photobleaching) 
FRET: prenos energije z resonanco fluorescence (ang. fluorescence resonance energy 
transfer) 
gDNA: genomska deoksiribonukleinska kislina 
GeneID: označevalec gena (ang. gene identifier) 
GH3: gen za protein Gretchen Hagen 3 
GUS: beta-glukuronidaza 
INA: 2,6-dikloroizonikotinska kislina 
JA: jasmonska kislina 






JAZ9: predstavnik družine proteinov JAZ (ang. Jasmonate-ZIM-Domain) 
Kunitz STI: inhibitor tripsina Kunitzovega tipa iz soje (ang. Kunitz-type soybean trypsin 
inhibitor)  
MAMP: z mikrobi povezan molekularni vzorec (ang. microbe-associated molecular 
pattern)  
MAPK: z mitogenom aktivirana protein kinaza (ang. mitogen-activated protein kinase) 
MeJA: metil jasmonat 
mRNA: informacijska ribonukleinska kislina (ang. messenger RNA) 
NLR: vezavna domena za nukleotid in ponovitev bogata z levcinom (ang. nucleotide-
binding domain and leucine-rich repeat)   
ntc: kontrola brez matrice (ang. no template control) 
PAMP: s patogeni povezan molekularni vzorec (ang. pathogen-associated molecular 
pattern) 
PCR: verižna reakcija s polimerazo (ang. polymerase chain reaction) 
PKPI-C: proteinazni inhibitor Kunitzovega tipa iz krompirja (ang. potato Kunitz-type 
proteinase inhibitor)  
PRR: receptor, ki prepoznava molekularne vzorce (ang. pattern recognition receptor) 
PTI: z vzorci izzvana imunost (ang. pattern-triggered immunity) 
RLU: relativna enota luminiscence (ang. relative luminescence unit) 
ROI: območje zanimanja (ang. region of interest) 
SA: salicilna kislina (ang. salicylic acid) 
st: standardna velikostna lestvica fragmentov DNA 
SCFCOI1 E3: proteinski kompleks, sestavljen iz s kinazo faze S povezanega proteina 1, 
kulina 1, na koronatin neobčutljivega proteina 1 in ubikvitin ligaze E3 
TF: transkripcijski faktor 









Krompir (Solanum tuberosum L.) je danes četrta 
najpomembnejša kulturna rastlina na svetu, za rižem, 
pšenico in koruzo [1]. Izhaja iz Andov, kjer so ga v 
prehrani uporabljali že vsaj pred 13.000 leti [2]. Čeprav so 
se španski osvajalci z njim srečali že na začetku 16. 
stoletja in ga najkasneje v drugi polovici istega stoletja 
pripeljali v Evropo, so ga najprej gojili kot okrasno 
rastlino in za živalsko krmo, v človekovi prehrani pa se je 
na Stari celini dokončno uveljavil šele ob koncu  
18. stoletja, najprej na Irskem [3]. Martin Cilenšek je v 
knjigi Naše škodljive rastline v podobi in besedi (1892) o 
sprejemanju krompirja oz. podzemljice zapisal: »Ljudstvo 
se je je branilo na vse kriplje in delalo gosposki, ki ga je 
silila z njo, mnogovrstne težave in preglavice. Ko je pa 
uvidelo, da gosposka dobro sodi in podložnikom sreče 
želi, jelo je z amerikanskim novincem drugači ravnati, in 
to je bila njegova sreča; od tiste dobe namreč ni bilo več 
splošne lakote.« Avtor navaja, da ga na Slovenskem 
gojimo od prve polovice 18. stoletja (slika 1) [5]. Danes 
ga največ pridelajo na Kitajskem [6]. 
Genom krompirja je velik 840 Mb in razdeljen na  
12 kromosomov. Znanih je okoli 39.000 genov, ki 
zapisujejo za proteine. Večina gojenih sort je heterozigotnih 
in avtotetraploidnih. Nagnjene so k inbreeding depresiji, saj 
izvirajo iz ozkega nabora sort, ki so jih prinesli v Evropo. 
Genom krompirja so določili na podlagi rezultatov 
sekvenciranja genoma monozigotne diploidne podvrste iz Južne Amerike, Phureja [7]. 
1.2 Glavni povzročitelji bolezni in škodljivci krompirja 
Po vsem svetu največjo škodo na krompirju povzroča oomiceta Phytophtora infestans, 
povzročiteljica krompirjeve plesni. Nevarna je predvsem v vlažnih in toplih obdobjih [8], 
[9]. Okužbo zavirajo z večkratno uporabo fungicidov, povsem odporne sorte ne obstajajo. 
Pomembni patogeni so še talne glive iz rodov Verticillium in Fusarium, ki povzročajo 
uvelost krompirja, in bakterija Erwinia carotovora, ki povzroča črno nogo krompirja. 
Kemično tretiranje pri nobeni od bakterijskih bolezni ni učinkovito [10], [11]. 
Najpomembnejša virusa, ki napadata krompir, sta krompirjev virus Y (PVY, ang. potato 
virus Y) in virus zvijanja krompirjevih listov (PLRV, ang. potato leafroll virus). Izolat 
Slika 1: Uganka iz Velike pratike 
(Valentin Vodnik, 1796). Vodnik 
v pratiki zapiše tudi, kako 
“krompir ponoviti, kadar 
nerodoviten postane” – kako 
vzgojiti krompir iz semena [4]. 
Vir: Digitalna knjižnica 




PVYNTN povzroča obročkasto nekrozo gomoljev krompirja, kar dodatno negativno vpliva 
na kakovost pridelka [12]. Viruse prenašajo številne vrste uši. Nekatere med njimi so 
razvile odpornost na insekticide, kar ugodno vpliva na razširjanje virusov in oži nabor 
orodij za nadzor virusnih bolezni [13]. PVY se lahko prenaša tudi s stikom okuženih 
površih in ranjenega tkiva ter z okuženo vodo [14]. 
Med škodljivci so najpomembnejši koloradski hrošč (Leptinotarsa decemlineata), strune, 
to so ličinke hroščev pokalic iz rodu Agriotes, in krompirjeve ogorčice iz rodu Globodera 
[15], [16]. 
1.3 Rastlinska obramba pred povzročitelji bolezni in škodljivci 
Tako kot druge organizme lahko tudi rastline obravnavamo kot holobionte –  združbe 
gostitelja in gostujočih organizmov. Odnosi, ki jih rastlina tvori z gostujočimi organizmi, 
so lahko nevtralni ali koristni za oba organizma, lahko pa gost rastlini škoduje, tudi do te 
mere, da povzroči bolezen in ga obravnavamo kot patogenega. Ob tem je pomemben tudi 
vpliv okolja, saj lahko parazit, ki sicer ne povzroča bolezni, pomembno zmanjša 
sposobnost preživetja rastline, kadar so okoljske razmere zanjo neugodne [17].  
Odnose med gostujočimi organizmi in rastlino je smiselno obravnavati kot rezultat 
koevolucije [18]. Poseganje gostujočih organizmov v fiziološke funkcije rastline je vodilo 
do nastanka rastlinske pasivne obrambe s fizičnimi (epidermis s kutikulo in trihomi, 
citoskelet in celična stena ter idioblasti) in kemičnimi ovirami (terpenoidi in njihovi 
derivati, alkaloidi, cianogeni glikozidi itd.) [19].  
Proti organizmom, ki so pasivno obrambo prešli, lahko rastlina razvije imunski odgovor 
[20]. To je mogoče, če receptorji PRR (ang. pattern recognition receptor) na površini 
celic prepoznajo z mikrobi oz. patogeni povezane molekulske vzorce, MAMP (ang. 
microbe-associated molecular pattern) oz. PAMP (ang. pathogen-associated molecular 
pattern). Te molekule so prisotne tako pri patogenih kot nepatogenih mikroorganizmih, 
npr. flagelin pri bakterijah, hitin pri glivah in glukani pri oomicetah. Receptorji PRR 
lahko prepoznajo tudi endogene s poškodbami povezane molekularne vzorce, DAMP 
(ang. damage-associated molecular patterns). Vezava na receptorje PRR povzroči z 
vzorci izzvano imunost, PTI (ang. pattern-triggered immunity). Pri tem se v citoplazmi 
hipno spremeni koncentracija Ca2+, zaprejo se listne reže, aktivirajo se kinazne kaskade 
MAPK (ang. mitogen-activated protein kinase) in CDPK (ang. calcium-dependent 
protein kinase), nastajajo reaktivne kisikove zvrsti, sproži se prepisovanje nekaterih 
genov odpornosti idr. [19]. 
Gostujoči organizmi so se na PTI prilagodili z efektorskimi proteini, ki ga zavirajo in 
povzročijo z efektorji izzvano občutljivost, ETS (ang. effector-triggered susceptibility), 
razvije se bolezen [19].  
Če rastlina efektorske proteine prepozna s komplementarnimi odpornostnimi proteini R 
(ti so največkrat tipa NLR, ang. nucleotide-binding domain and leucine-rich repeat [21]), 
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pride do z efektorji izzvane imunosti, ETI (ang. effector-triggered immunity), ki rastlini 
omogoča močnejši, hitrejši in bolj specifičen odziv. V tem primeru gostujoči organizem 
zanjo ni patogen oz. je rastlina nanj odporna [17].  
Če v naslednjih stopnjah prilagoditev gostujoči organizem efektorski protein spremeni, 
odstrani ali razvije novega, s čimer zavira ali prepreči njegovo prepoznavanje z  
R-proteinom, postane rastlina dovzetna za okužbo [17]. 
Cilj imunskega odgovora je proizvodnja molekul, ki otežijo razgradnjo rastlinskega tkiva 
(npr. biosinteza glikoproteinov z visoko vsebnostjo hidroksiprolina, ki ob povečanju 
koncentracije H2O2 tvori prečne povezave z drugimi gradniki celične stene in jo ojača) 
ali delujejo neposredno na določen tip škodljivca ali patogena (npr. sistemska proizvodnja 
proteinaznih inhibitorjev pri napadu herbivorov, hitinaz pri napadu gliv, glukanaz pri 
napadu oomicet, lizocimov pri napadu bakterij) [19]. 
1.3.1 Vloga hormonov v rastlinskem imunskem odzivu 
Rastlinski hormoni salicilna (SA, ang. salicylic acid) in jasmonska kislina (JA,  
ang. jasmonic acid) ter etilen (ET, ang. ethylene) so ključni pri uravnavanju in 
usklajevanju odgovorov, ki se sprožijo ob prepoznavi patogenov ali herbivorov, z rastjo 
in razvojem. V manjši meri v imunskem odzivu sodelujejo tudi ostali rastlinski hormoni, 
ki so sicer bolj udeleženi v drugih fizioloških procesih: abscizinska kislina (ABA), 
giberelini (GA), avksini, brasinosteroidi, citokinini idr. Od uspešnosti uravnavanja in 
usklajevanja signalnih poti je odvisno, kako učinkovito se lahko rastlina v danih 
okoliščinah zoperstavi stresu [22].  
Pri prepoznani okužbi z biotrofi (organizmi, ki za svoje preživetje in razmnoževanje 
izkoriščajo živo rastlinsko celico), ki sproži ETI, pogosto pride do preobčutljivostnega 
odziva (ang. hypersensitive response) – programirane celične smrti v okuženih in 
sosednjih celicah ter akumulacije SA prav tam. Sledi ji lahko sistemska pridobljena 
odpornost (ang. systemic acquired resistance). Pri okužbi z nekrotrofi (organizmi, ki pri 
prehranjevanju in razmnoževanju celico ubijejo) ali pri hranjenju herbivorov navadno 
pride do povečane sinteze JA in drugega tipa sistemske odpornosti – inducirane sistemske 
odpornosti (ang. induced systemic resistance). Znano je, da se sočasna odziva s SA in JA 
v isti celici izključujeta, kar pa ne velja nujno za sosednje celice. Pri Arabidopsis thaliana 
so ob okužbi z biotrofom Pseudomonas syringae, ki povzroči preobčutljivostni odziv, s 
pomočjo fluorescenčnih reporterjev signalnih poti SA in JA ugotovili, da je v celicah tik 
ob leziji povečana koncentracija SA, v ozkem pasu celic, ki jih obdajajo, pa povečana 
koncentracija JA. S takšnim usklajevanjem lahko rastlina zajezi imunski odziv, ki jo 
varuje le pred določenim tipom patogenov, pred drugim pa celo dodatno izpostavi [23]. 
Medtem ko si odziva s SA in JA nasprotujeta, ET deluje sinergistično z JA in usmerja 
njegov odgovor [22]. 
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1.3.1.1 Signalna pot jasmonske kisline 
Jasmonati (jasmonska kislina JA, metil jasmonat MeJA, konjugat jasmonske kisline in 
izolevcina JA-Ile) v rastlinah regulirajo številne razvojne procese: kalitev semena, razvoj 
korenin in trihomov, gravitropizem in zavijanje vitic, pomembni so pri spolnem 
razmnoževanju, nastajanju gomoljev, zorenju sadežev in senescenci listov. Vključeni so 
tudi v odziv na abiotski in biotski stres, npr. pri povišani slanosti, suši, UV-sevanju, 
ranjenju, napadih herbivorov ali okužbah z nekrotrofnimi glivami [24], [25]. 
Biosinteza jasmonatov se začne v kloroplastu s pretvorbo alfa-linolenske kisline v  
12-oksofitodienojsko kislino (12-OPDA). Ta je v peroksisomu podvržena redukciji in 
beta-oksidaciji, pri čemer nastane JA. Sledi izvoz v citoplazmo, kjer encim JA konjugat 
sintaza (JAR1) katalizira nastanek JA-Ile, encim JA karboksil metiltransferaza (JMT) pa 
nastanek hlapnega derivata MeJA [24].  
Jasmonati v obliki JA-Ile izražanje JA-odzivnih genov sprožijo tako, da omogočijo 
nastanek kompleksa med represorjem JAZ (ang. jasmonate ZIM domain), COI1  
(ang. coronatine insensitive 1, del kompleksa SCFCOI1 E3-ligaza), kofaktorjem inozitol 
pentakisfosfatom in ligandom JA-Ile. Ko kompleks nastane, poteče poliubikvitinacija 
represorja JAZ, kar vodi v njegovo razgradnjo s proteasomom 26 S [26], [27]. Sproščeni 
transkripcijski faktorji se nato lahko vežejo na ustrezne odzivne elemente promotorjev in 
omogočijo prepisovanje JA-odzivnih genov (slika 2). 
 
Slika 2: Delovanje JA. Porast koncentracije JA-Ile v rastlinski celici omogoči nastanek kompleksa med 
transkripcijskim represorjem JAZ in SCFCOI1 E3-ligazo. Slednja vezani JAZ poliubikvitinira in s tem 
označi za razgradnjo po proteasomski poti 26 S. Ko se koncentracija JAZ zmanjša, se aktivatorji 
transkripcije vežejo na regulatorne elemente DNA in omogočijo prepisovanje JA-odzivnih genov [28]. 
V splošnem velja, da hormona JA-Ile in SA delujeta antagonistično, JA-Ile in ET pa 
sinergistično; represorji JAZ lahko delujejo tudi na etilen-odzivne transkripcijske faktorje 
ERF [29]. Zanimivo je, da so v rastlinskem tkivu našli tudi konjugat JA-ACC (ACC je  
1-aminociklopropan-1-karboksilna kislina), torej prekurzorjev obeh signalnih poti – tako 
JA kot ET [30]. 
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Ena od strategij organizmov pri prehodu rastlinske obrambe so poleg efektorskih 
proteinov tudi analogi rastlinskih hormonov. Med najbolj znanimi je koronatin, 
fitotoksin, ki ga proizvaja več sevov bakterije P. syringae. Deluje kot analog JA-Ile pri 
vezavi v kompleks JAZ-COI1. Vezava koronatina omogoči aktivacijo JA-signalne poti 
in s tem zavre SA-signalno pot. Slednja namreč sproži obrambo pred biotrofi, ki se ji  
P. syringae z aktivacijo JA-signalne poti lahko izogne [31].  
1.3.1.1.1 Vloga CPI8 v rastlinskem imunskem odzivu 
Proteazni inhibitorji so pomembni pri hitrem preprečevanju neustreznega ali škodljivega 
delovanja proteinaz. Pri rastlinah ob tem služijo v obrambnem odzivu na škodljivce in 
patogene ter kot založni proteini v organih, kot so semena in gomolji. Njihova prisotnost 
v tkivih se poveča ob porastu koncentracije JA, ki se zgodi pri mehanskih poškodbah tkiv. 
Pomembni so zlasti v začetnih stopnjah obrambe, saj so na voljo pred sekundarnimi 
metaboliti [32], [33]. 
Izmed danes poznanih 79 strukturnih družin proteaznih inhibitorjev najdemo pri 
krompirju predstavnike trinajstih [34], [35]. Inhibitorji cisteinskih proteinaz (CPI) v 
krompirju spadajo v družino Kunitz STI (ang. Kunitz-type soybean trypsin inhibitor) in 
homologno skupino PKPI-C (ang. potato Kunitz-type proteinase inhibitor) [36]. V bazi 
proteinov in proteinaznih inhibitorjev lahko najdemo še sedem znanih zaporedij, ki so 
zelo podobna CPI8 – imajo več kot 80-odstotno identičnost [34], [35]. Znano je, da 
predstavniki iz te homologne skupine inhibirajo lizosomske cisteinske proteinaze 
(bromelain [37] in katepsin  K [33]), nekateri od njih pa šibko inhibirajo tudi serinske 
proteinaze, kot sta tripsin in kimotripsin [36], ob tem pa še encim invertazo iz 
krompirjevih gomoljev [38]. Nastanejo kot 24 kDa veliki prepropeptidi: od N-konca si 
sledijo močno hidrofoben signal za vnos v endoplazemski retikel, verjetno cepitveno 
mesto in signal za vnos v vakuolo. V celicah stebla rastlin, ki so rasle na gojišču s  
100 μM JA, so CPI6.6 našli večinoma v brezmembranskih amorfnih proteinskih skupkih 
celične vakuole, nekaj pa tudi v citosolu in medceličnem prostoru [36]. Izražanje genov 
CPI se poveča pri tretiranju z jasmonsko kislino in tudi v poganjkih gomoljev, ki so 
izpostavljeni dolgotrajni temi [39]. CPI10 je zaviral rast in povzročil smrtnost pri 
koruznem hrošču [40], medtem ko so za CPI6.6 pri koloradskem hrošču pokazali, da nanj 
ni občutljiv [41], za CPI1-podoben inhibitor pa, da je ključen pri odpornosti sorte White 
Lady ob okužbi z oomiceto P. infestans [42]. Okužba krompirja s PVY prepreči povečano 
ekspresijo CPI8 med hranjenjem koloradskega hrošča, ki se sicer zgodi med hranjenjem 
koloradskega hrošča na neokuženih rastlinah [43]. 
V listih krompirja sorte Rywal so po tretiranju z jasmonsko kislino ugotovili izrazito 
povečanje izražanje gena CPI8 (NIB, projekta ARRS J4-7636 in J4-1777). 
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1.4 Biosenzorji rastlinskega imunskega odziva 
Biosenzor v sintezni biologiji pomeni občutljiv, genetsko zapisan reporter, ki lahko zazna 
analit ali biološki dogodek in ob tem odda merljiv signal [44]. Biosenzorje lahko glede 
na mehanizem delovanja ločimo na neposredno in posredno delujoče.  
Neposredni biosenzorji se vežejo na analit ali odzovejo na določen dogodek, pri čemer 
nastane merljiv signal. Zanje je značilno, da so reverzibilni, in ker niso odvisni od celične 
mašinerije, jih lahko uporabljamo tudi in vitro. Pogosto so zgrajeni iz dveh vrst 
proteinskih domen, od katerih ena služi kot receptor, druga pa kot pretvornik strukturne 
spremembe v merljiv signal. Primer takega neposrednega senzorja je »kameleon« – 
biosenzor za kalcijeve ione in sploh prvi, ki so ga razvili. Deluje tako, da se ob vezavi 
kalcija na kalmodulin slednji ovije okrog peptida M13, pri tem pa se približata 
fluorescenčna proteina BFP in GFP, zaradi česar lahko pride do prenosa resonančne 
energije fluorescence (FRET). Vezavo kalcija opazimo zaradi spremenjenega razmerja 
jakosti obeh fluorescenc v prid tisti pri daljši valovni dolžini [45]. V rastlinah lahko s 
takimi biosenzorji zaznavamo spremembe pH, stanja redoks, koncentracije ionov in 
metabolitov [46].  
Če želimo povečati prostorsko-časovno ločljivost neposrednega biosenzorja, lahko to 
dosežemo z uporabo degronov – motivov, ki omogočijo hitrejšo razgradnjo proteinov. Ta 
pristop so uporabili pri biosenzorju Jas9-VENUS. Z njim lahko spremljamo prisotnost JA 
v rastlinskih celicah. Hitro zoreč fluorescenčni protein VENUS je sklopljen z motivom 
Jas represorja JAZ9. Ta motiv je pomemben za hitrejšo razgradnjo proteina JAZ9 po 
ubikvitin-proteasomski poti. Kadar koncentracija JA v celici naraste, se protein  
Jas9-VENUS v nekaj minutah razgradi in fluorescenca upade [47].  
Posredni biosenzorji za nastanek merljivega signala potrebujejo delujoč celični sestav. 
Zanje se pogosto uporablja izraz reporterji, saj nam posredujejo informacije o stanju 
signalizacijskega omrežja, ki aktivira odzivni element (promotor) takega biosenzorja 
[48]. So ireverzibilni: ko je v celici prisoten aktivator promotorja ali induktor njegovega 
represorja, stečeta transkripcija in translacija – nastane reporterski protein, ki proizvede 
merljiv signal. Pri rastlinah so pomembni zlasti za spremljanje delovanja hormonov. 
Primer takega biosenzorja, ki se odziva na avksin, so ustvarili na podlagi  
na avksin odzivnega elementa AuxRE, ki je del promotorskega zaporedja gena GH3 pri 
soji. Več direktnih ponovitev dela zaporedja AuxRE (ta del AuxRE so poimenovali DR5) 
so sklopili z minimalnim promotorjem 35 S mozaičnega virusa cvetače (CaMV), kot 
reporter pa so uporabili encim beta-glukuronidazo (GUS). Pri indukciji s 25 μM 1-NAA 
(1-naftalenocetna kislina, sintetični analog avksina) so ugotovili, da osem direktnih 
ponovitev nativnega odzivnega elementa AuxRE povzroči petkratno, medtem ko osem 
direktnih ponovitev DR5 povzroči 25–50-kratno povečanje izražanja GUS [49]. 
Biosenzor s promotorjem DR5 so uporabili v številnih raziskavah procesov, odvisnih od 
avksina, tudi pri drugih organizmih, čeprav so kasneje ugotovili, da se DR5 ne odziva na 
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vse, verjetno zaradi njegove omejene občutljivosti, saj se transkripcijski faktor ARF nanj 
veže s srednje veliko afiniteto [50].  
Idealen biosenzor je torej občutljiv na analit ali biološki proces, ob tem pa neobčutljiv na 
druge spremembe v okolju – omogoča visoko razmerje med signalom in šumom, 
proizvaja merljiv signal in vivo pri bioloških koncentracijah, omogoča spremljanje 
biološkega dogajanja v nanometrskem prostoru (v različnih celičnih razdelkih) in času, 
ki je krajši od opazovanega procesa, ob tem pa ni invaziven in ne moti endogenih 
procesov v biološkem sistemu. Biosenzorji v praksi vsem pogojem ne morejo popolnoma 
zadostiti, kljub temu pa veljajo za enega najpomembnejših pristopov pri raziskovanju 
organizmov in vivo [51], [52], [44]. 
1.4.1 Promotorji 
Promotor je (nekodirajoči) del gena, ki omogoča vezavo in sestavljanje proteinov, 
udeleženih v prepisovanje DNA, v funkcionalne komplekse ter začetek prepisovanja 
DNA v RNA [53]. Kombinacija vezavnih mest za te proteine (transkripcijske faktorje, 
TF) posamezni celici omogoči selektivno izražanje genov. Pri genih, ki jih prepisuje 
RNA-polimeraza II, promotorsko zaporedje navadno leži na njegovem 5'-koncu [54]. 
Promotorsko zaporedje je sestavljeno iz osrednjega promotorja ter bližnjih in oddaljenih 
regulatornih zaporedij [55]. 
Osrednji promotor predstavlja minimalno zaporedje, ki je potrebno za začetek 
prepisovanja DNA. Dolgo je nekaj 10 bp in obdaja mesto začetka prepisovanja. Vsebuje 
kratka zaporedja, ki omogočijo vezavo osnovnih transkripcijskih faktorjev in  
RNA-polimeraze II ter njihovo sestavljanje v prediniciacijski kompleks. Najbolj znana 
kratka zaporedja osrednjega promotorja pri evkariontih, na katere se vežejo podenote 
proteinskega kompleksa osnovnega transkripcijskega faktorja TFIID, so zaporedje 
TATA, elementa BRE in DPE ter motiv Inr, vendar se vsa ne pojavljajo pri vseh osrednjih 
promotorjih [56].  
Osrednji promotor sam omogoča le nizko stopnjo izražanja – močnejše izražanje določajo 
ojačevalna regulatorna zaporedja. Bližnji regulatorni elementi se nahajajo nekaj sto bp od 
mesta začetka prepisovanja, oddaljeni regulatorni elementi pa nekaj kb do preko 1 Mb. V 
bližnjem regulatornem zaporedju se bliže osrednjemu promotorju nahajajo pretežno 
ojačevalni elementi, 500–1000 bp nad mestom začetka prepisovanja pa pretežno 
elementi, ki zavirajo prepisovanje [57]. Ojačevalna zaporedja so lahko tako nad 
osrednjim promotorjem kot pod kodirajočim zaporedjem in tudi v intronih. Oddaljenih 
regulatornih zaporedij je lahko več ali pa eno deluje na več osrednjih promotorjev, 
njihova usmerjenost pa večinoma ni bistvenega pomena. Da se nanje lahko vežejo TF, se 
mora kromatin razrahljati: potekajo histonske zamenjave in posttranslacijske 
modifikacije, spremeni se postavitev nukleosomov idr. TF, ki se vežejo na elemente 
oddaljenih regulatornih zaporedij, s prediniciacijskim kompleksom poveže mediatorski 
kompleks [55].  
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1.4.2 Promotorski elementi, pomembni v rastlinskem imunskem odzivu 
Prepisovanje posameznega gena se lahko začne na točno določenem mestu ali na več 
mestih v širšem območju promotorskega zaporedja, pri čemer je lahko eno od teh mest 
preferenčno za začetek prepisovanja [58]. Z vzorcem začetka prepisovanja so pogosto 
povezani kombinacija vezavnih mest splošnih TF, jakost izražanja in udeleženost gena v 
celičnih procesih [59], [60]. Ozko določeno mesto začetka prepisovanja in močno 
izražanje sta značilna za gene, ki imajo v osrednjem promotorju zaporedje TATA [61]. 
Pri rastlinah je zaporedje TATA bolj zastopano pri genih, povezanih z odzivom na stres 
ter biotične in abiotične stimule [62], in tistih, ki se značilno izražajo v določenih tkivih 
[63]. 
Pri sesalcih imajo širše porazdeljena mesta začetka prepisovanja promotorji z otočki CpG, 
ti promotorji pa so pogosteje del hišnih genov [61]. Tega elementa pri rastlinah ne 
poznamo. Namesto njega so za rastlinske osrednje promotorje značilni elementi 
ponovitev GA in CA ter zaplate pirimidinov (ang. Y-patch). Navzočnosti elementa 
ponovitev GA in zaporedja TATA se v osrednjih promotorjih značilno izključujeta, v 
protein kodirajočih genih pa se pojavljata podobno pogosto (v 20–25 % genov pri  
A. thaliana). Za element ponovitev GA so ugotovili, da je povezan z močnim izražanjem 
in geni, ki se ne odzivajo na stres [62]. 
Na regulatorna zaporedja se pri rastlinah lahko vežejo raznoliki TF iz razredov bHLH, 
homeodomenski in C2H2-proteini s cinkovimi prsti, AP2/ERF, bZIP, MADX-vezavni 
proteini, MYB, NAC, WRKY idr. Pri živalih je raznolikost manjša, večina TF pripada 
prvima dvema razredoma. V imunskem odzivu so pomembni zlasti TF iz razredov 
AP2/ERF, bHLH, bZIP, MYB, NAC in WRKY. Člani družine ERF (TF, ki se vežejo na 
etilen odzivni element, ang. ethylene-response element binding factor) se vežejo 
predvsem na element GCC v promotorjih genov, ki se odzivajo na biotski stres in so del 
signalne poti z JA in ET. V družino bHLH (bazična vijačnica-zanka-vijačnica,  
ang. basic helix-loop-helix [64]) sodijo pomembni TF v odzivu z JA, in sicer MYC2, 
MYC3 in MYC4, ki posredujejo pri usklajevanju odziva z drugimi hormoni: SA, 
abscizinsko kislino, giberelini in avksinom. Med člane družine bZIP (bazična domena 
levcinske zadrge, ang. basic domain leucine zipper) sodijo TGA, pomembni zlasti v 
odzivu s SA [65]. 
Čeprav so pri določanju stopnje prepisovanja pomembna predvsem regulatorna 
zaporedja, se lahko nekateri elementi, ki se odzivajo na zunanje stimule, npr. na svetlobo, 
nahajajo tudi v osrednjih promotorjih [66]. 
1.4.3 Reporterski proteini 
1.4.3.1 Luciferaza 
Gen za encim luciferazo (FLUC, EC 1.13.12.7) so izolirali iz kresnice Photinus pyralis 
leta 1985 [67], vendar se nativni protein ni izkazal za posebej uspešen reporterski protein. 
Zato so uvedli nekaj sprememb: odvzeli so mu signal za lokalizacijo v peroksisomu in 
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glioksisomu in s tem izboljšali dostop do substratov, odstranili restrikcijska mesta 
pogostih endonukleaz ter optimizirali genetski kod, s čimer se je izražanje FLUC 
povečalo [68], [69]. FLUC je monomeren encim, velik 62 kDa. Katalizira oksidativno 
dekarboksilacijo luciferina ob prisotnosti atmosferskega kisika, magnezijevih ionov in 
ATP, pri čemer nastane foton z valovno dolžino 562 nm ali daljšo, če reakcija poteka v 
okolju s pH pod 7 (slika 3).  Sproščanje produkta iz aktivnega mesta je zelo počasno; 
hitrost se poveča se pri povečanju koncentracije ATP, npr. pri reakcijah in vitro. Odlikuje 
ga hitro zorjenje, saj je za njegovo aktivnost potrebno le pravilno zvitje. Ima kratek 
razpolovni čas, zaradi česar lahko poleg prostorske spremljamo tudi spreminjanje 
promotorske aktivnosti v času. Omogoča tudi fuzijo na N-koncu [69]. 
 
Slika 3: Stopnje reakcije luciferaze iz kresnice, FLUC. V prvi stopnji se hitro vzpostavi ravnotežje. V drugi 
stopnji poteče oksidativna dekarboksilacija luciferina, nastali oksiluciferin je v vzbujenem stanju. V tretji 
stopnji oksiluciferin preide v osnovno stanje, pri čemer odda foton. V četrti stopnji produkti počasi zapustijo 
aktivno mesto FLUC [69]. 
Izražanje oz. lokalizacijo luciferaze lahko spremljamo in vivo, ko tkivu dodamo encimski 
substrat luciferin. Drugih substratov (ATP ali Mg2+) ni potrebno dodajati, saj sta v celici 
na voljo v zadostnih količinah. Da bi omogočili prehod luciferina v celice, njegovi 
raztopini dodamo detergent [69].  
Poleg FLUC se v rastlinah uporabljajo tudi druge luciferaze, npr. RLUC iz koralnjaka 
Renilla reniformis. Pri reakciji RLUC s koelentrazinom in molekulo kisika nastane foton 
z valovno dolžino 480 nm, zato se RLUC pri rastlinah pogosto uporablja v sistemih dveh 
luciferaznih reporterjev (skupaj s FLUC) za normalizacijo izražanja FLUC [70].  
1.4.3.2 Beta-glukuronidaza 
Beta-glukuronidaza (GUS, EC 3.2.1.31) je eden prvih uporabljenih reporterskih 
proteinov pri rastlinah. Za razliko od dlje poznane beta-galaktozidaze je pri večini višjih 
rastlin ne najdemo. Ob odkritju leta 1987 je nadomestila zahtevnejša in bolj omejujoča 
reporterska proteina, pogosto uporabljena pri rastlinah, kloramfenikol acetiltransferazo 
(CAT) in neomicin fosfotransferazo (NPTII). Zanjo zapisuje gen gusA oz. uidA, ki so ga 
najprej izolirali iz bakterije Esherichia coli [71], homologi pa so prisotni tudi pri nekaterih 
drugih bakterijah in pri živalih. Protein je velik 68 kDa, aktiven je v obliki homotetramera. 
Je zelo stabilen, zato je čas inkubacije s substratom izrednega pomena pri določanju 
njegove koncentracije, saj količina produkta s časom narašča. Z N-terminalnimi fuzijami 
z velikimi proteini ne izgubi encimske aktivnosti [72]. Omogoča tako kvantitativno kot 
kvalitativno določanje izražanja gena. Za to je na voljo več substratov, ki po hidrolizi 
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tvorijo produkte, ki jih lahko določimo z različnimi metodami (slika 4). Za preverjanje v 
intaktnih tkivih je najprimernejši kromogeni X-Gluc (5-bromo-4-kloro-3-indolil-beta-D-
glukuronid), iz katerega se po hidrolizi glukuronata in spontani oksidativni dimerizaciji 
obori modro obarvan dikloro-dibromo-indigo. Oksidacija poteče v prisotnosti 
atmosferskega kisika, lokalno prisotnih peroksidaz ali drugih oksidantov, kot je kalijev 
ferocianid, ki ga dodamo v pufer s substratom [73]. Če želimo prisotnost GUS določati 
spektrofotometrično, lahko uporabimo substrat pNPG (p-nitrofenil-beta-D-glukuronid), 
za fluorimetrično določanje pa je na voljo substrat 4-MUG [72]. Če se želimo izogniti 
morebitnemu izražanju v bakterijah, lahko uporabimo reporterski gen GUS z intronom 
[74]. Delo z GUS je enostavno, z njim lahko zaznamo že nizko aktivnost promotorja, ki 
je ne moremo zaznati npr. z GFP zaradi prenizkega razmerja signal/šum, vendar težavo 
pri delu z GUS predstavlja difuzija produkta. Ker je stabilen protein in do inhibicije s 
produktom ne prihaja, lahko njegovo aktivnost detektiramo pri nizkih koncentracijah 
GUS [75].  
 
Slika 4: Reakcije GUS z najpogostejšimi umetnimi substrati. Reakcija z X-Gluc da obarvano oborino (1), 
s pNPG nastane topen produkt, ki absorbira svetlobo (2), s 4-MUG pa topen fluorescirajoč produkt (3) 
[72]. 
1.4.3.3 Fluorescenčni proteini 
Gen za GFP, prvi znani fluorescenčni protein (FP), so izolirali iz meduze  
Aequorea victoria leta 1992 [76]. Protein je velik 25 kDa. V sredici značilne strukture 
beta-sodčka po uspešnem zvitju avtokatalitično poteče ciklizacija treh ohranjenih 
aminokislinskih ostankov, nato pa še oksidacija, pri čemer nastane fluorofor [77]. 
Zorjenje in vivo traja od deset minut do več ur, odvisno od FP [78]. 
Danes je na voljo široka paleta FP, podobnih GFP, ki so jih razvili z mutagenezo FP iz  
A. victoria in drugih organizmov, ter drugih fluorescenčnih proteinov (npr. iRFP, 
infrardeči FP, razvit iz bakterijskih fitokromov BphP [79]). Z njimi lahko pokrijemo 
spektralno območje od dolgovalovne UV- do bližnje IR-svetlobe. Z izboljšavami težijo k 
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znižanju bledenja in fototoksičnosti, hitrejšemu in učinkovitejšemu zvijanju in zorenju, 
monomernosti, višji intenziteti fluorescence ter obstojnosti pri odklonih okoljskih 
pogojev, kot je nizek pH [80]. Poleg tega obstajajo različice, ki zaradi svojih lastnosti, 
tudi omejitev, omogočajo nove reporterske tehnike (FRAP in FLIP, ki izkoriščata 
bledenje pri vzbujanju z močno svetlobo, tehnike, ki izkoriščajo FRET – prenos 
resonančne energije med dvema fluoroforoma, ki se nahajata dovolj blizu skupaj – in 
občutljivost na valovno dolžino obsevanja [ang. photo-switchable FPs], pH ali redoks 
stanje). Zelo pogoste so tudi fuzije z drugimi proteini [81]. 
Pri rastlinah uporabo fluorescenčnih proteinov otežuje fluorescenca klorofila, polimerov 







2 Namen dela in hipoteze 
Cilj magistrske naloge je bil razviti test za karakterizacijo rastlinskih promotorjev, 
kandidatov za razvoj biosenzorjev imunskega odziva pri krompirju.   
Hipoteze:  
1. Prehodno izražanje zapisa za reporterski protein pod kontrolo izbranega promotorja v 
rastlinah tobaka (Nicotiana benthamiana) omogoča razvoj metode za hitro, ponovljivo in 
zanesljivo preverjanje nativnih inducibilnih rastlinskih promotorjev. 
2. Z bioinformatsko analizo variabilnih promotorskih zaporedij je mogoče izbrati 
različico promotorja, ki se odziva na induktor.  
3. Kombinacija bioinformatske analize in spremljanja aktivnosti promotorjev z 
optimizirano metodo omogoča izbor nativnega inducibilnega promotorja, ki je primeren 








3 Eksperimentalni del 
3.1 Material  
3.1.1 Oprema  
- avtoklav A-21 CAV (Kambič) 
- centrifuga 3-18KS (Sigma) 
- centrifuga 5417R (Eppendorf) 
- centrifuga MiniSpin (Eppendorf) 
- ciklični termostat GeneAmp PCR System 9700 (Applied 
Biosystems) 
- elektroforezna kadička (Biorad) 
- elektroporator 2510 (Eppendorf) 
- inkubator (Kambič) 
- kamera Dino-Lite (Dino-Lite) 
- komora za pripravo reakcijskih mešanic za PCR UVT-S-AR 
(Biosan) 
- konfokalni makroskop Leica TCS LSI (Leica Microsystems) 
- laminarij za delo z bakterijami, plazmidi in produkti PCR BioSafe 
2-130 (Ehret) 
- napajalnik za elektroforezo (Biorad) 
- pH-meter SevenMulti (Mettler Toledo) 
- rastni komori RK-2 in RK-3 (Kambič)  
- spektrofotometer (Nanodrop Technologies) 
- spektrofotometer UltraSpec10 (Amersham Biosciences) 
- spektrofotometer/luminometer Synergy MX (BioTek) 
- stresalnik I-105CK (Kambič) 
- tehtnica BP 310 S (Sartorius) 
- termoblok (Kambič) 
- UV-transiluminator Safe Imager (Invitrogen) 
- UV-transiluminator UVP ChemStudio PLUS (Analytik Jena) 
- vakuumska črpalka (WenLing HongBaoShi Vacuum Equipment 
Factory) 
- vibracijski mešalnik MS1 Minishaker (Ika) 




3.1.2 Raztopine antibiotikov, hormonov, reagentov in gojišča 
Vodne (razen če je navedeno drugače) raztopine uporabljenih antibiotikov in hormonov 
z založnimi in končnimi koncentracijami so predstavljene v tabelah 1 in 2. Sestavine in 
pH uporabljenih gojišč so predstavljene v tabeli 3. 




končna koncentracija (μg/ml) 
ampicilin (Sigma) 50 100 
kanamicin (Duchefa) 50 50 
spektinomicin (Alfa Aesar) 50 75 
streptomicin (Duchefa) 100 100 
rifampicin (Sigma) 50 (v DMSO) 20 
 




končna koncentracija  
2,6-dikloroizonikotinska 
kislina (INA) (Sigma) 
300 μM  
(v 1-odstotnem etanolu) 
300 μM  
(v 1-odstotnem etanolu) 





Tabela 3: Sestavine in pH gojišč 
gojišče pH sestava 
bakterijska gojišča 
LB 7,5 
tripton (BD), 10 g/l 
kvasni ekstrakt (BD), 5 g/l 
NaCl (Merck), 5 g/l 
agar (Bacto) (za pripravo trdnega gojišča), 15 g/l 
SOC 7,0 
tripton (BD), 20 g/l 
kvasni ekstrakt (BD), 5 g/l 
NaCl (Merck), 580 mg/l 
KCl (Merck), 186 mg/l 
MgCl2 (Sigma), 952 mg/l 
glukoza (Kemika), 3,603 g/l 
YM 7,0 
kvasni ekstrakt (BD), 0,4 g/l 
manitol (Kemika), 10 g/l 
MgSO4 × 7H2O (Merck), 0,2 g/l 
K2HPO4 × 3H2O (Kemika), 0,3 g/l 
NaCl (Merck), 0,1 g/l 
agar (BD) (za pripravo trdnega gojišča), 15 g /l 
rastlinsko gojišče 
MS20 5,8 
MS z vitamini (Duchefa), 5 g/l 
saharoza (Kemika), 20,2 g/l 
 
3.1.3 Raztopina za prehodno transformacijo 
Sestavine vodne raztopine, v kateri smo resuspendirali celice Agrobacterium tumefaciens 
za prehodno transformacijo tobaka Nicotiana benthamiana, so predstavljene v tabeli 4. 





acetosiringon (Aldrich) 200 mM (v DMSO) 0,15 mM 
MgCl2 (Duchefa) 1 M 10 mM 
pufer MES (Sigma) 0,5 M 10 mM 
 
3.1.4 Kemikalije in raztopine za luciferazni test 
- gojišče MS20 





3.1.5 Kemikalije in raztopine za glukuronidazni test 
Sestava raztopine za encimski test z beta-glukuronidazo je navedena v tabeli 5. 
Tabela 5: Sestava raztopine za glukuronidazni test 
kemikalija koncentracija založne raztopine končna koncentracija 
EDTA (Sigma), pH 8,0 0,5 M 10 mM 
fosfatni pufer, pH 7,0  0,1 M pribl. 50 mM 
kalijev fericianid 50 mM 0,5 mM 
kalijev ferocianid 50 mM 0,5 mM 
Triton X-100 (Sigma) 20 % 0,1 % 
X-Gluc (Alfa Aesar) 
sveže pripravljena raztopina  
0,1 mg/μl (v DMSO) 
0,5 g/l 
 
3.1.6 Ostale kemikalije 
- agaroza (Sigma) 
- dimetilsulfoksid (DMSO) (Sigma) 
- etanol (Sigma) 
- etidijev bromid (Sigma) 
- voda brez nukleaz (Ambion) 
3.1.7 Ostale raztopine in pufri 
- 50-kratni pufer Modified TAE (Milipore) 
- 50-kratni pufer TAE (Milipore) 
- 6-kratni nanašalni pufer (Fermentas) 
- lestvica DNA MassRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific) 
3.1.8 Pripomočki 
- injekcijska igla 0,5×19 mm 
- mikrotitrska plošča s 96 vdolbinicami Nunclon Delta surface (Thermo Fisher 
Scientific) 
- nožki za vzorčenje listnih diskov BioPunch, premer 6,0 mm in 12 mm (Ted Pella) 
- plošča s 24 vdolbinicami Nunclon Delta Surface (Thermo Fisher Scientific) 
- posoda za vakuumsko infiltracijo (Bel-Art Scienceware) 
- samolepilna prozorna folija za mikrotitrsko ploščo (Thermo Fisher) 




3.1.9 Kompleti reagentov in reakcijskih mešanic 
- Komplet za izolacijo in čiščenje produktov PCR iz agaroznega gela Wizard SV 
Gel and PCR Clean-Up System (Promega) 
- Komplet za izolacijo plazmidov GeneElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma) 
- Komplet za izolacijo rastlinske genomske DNA DNA Dneasy Plant Mini Kit 
(Qiagen) 
- Komplet za PCR KAPA2G Robust HotStart PCR Kit (Kapa Biosystems) 
- Komplet za PCR Phusion High-Fidelity PCR Kit (NEB) 
- Komplet za vstavljanje vključka v vektor Gateway LR Clonase II Enzyme Mix 
(Invitrogen) 






Uporabljali smo klonirna vektorja pJET1.2/blunt ter pENTR/D-TOPO.  
pJET1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific) je lineariziran klonirni vektor, v katerega lahko 
vstavimo vključke s topimi nefosforiliranimi konci, dolge od 6 bp do 10 kb (slika 5). Dolg 
je 2974 bp, vsebuje mesto začetka podvojevanja (ori) iz plazmida pMB1 ter zapis za 
odpornost na ampicilin. Na oba konca poliklonskega mesta se prilegata začetna 
oligonukleotida pJET1.2 forward in pJET1.2 reverse, s katerima lahko z reakcijo PCR 
potrdimo ligacijo vključka. 
 
Slika 5: Plazmidna karta lineariziranega klonirnega vektorja pJET1.2/blunt. Vektor je lineariziran na 
poliklonskem mestu (MCS, ang. multiple cloning site) z restrikcijskim encimom EcoRV. Nosi zapis za 
odpornost na ampicilin. Označeni sta mesti prileganja začetnih oligonukleotidov za določanje 
nukleotidnega zaporedja vključka (pJET1.2 forward in pJET1.2 reverse) in mesta, na katerih ga režejo 




pENTR/D-TOPO (Invitrogen) je lineariziran klonirni vektor, v katerega lahko vstavimo 
vključke s topimi nefosforiliranimi konci, pri čemer je na 5'-koncu vključka zaporedje 
CACC, ki omogoča usmerjeno vstavljanje v vektor (slika 6). Dolg je 2580 bp, vsebuje 
ori iz plazmida pUC19 ter zapis za odpornost na kanamicin. Na lineariziranih koncih sta 
regiji attL1 in attL2, ki omogočata mestno specifično rekombinacijo, poznano iz 
bakteriofaga lambda. Izvedemo jo z LR-reakcijo, pri kateri pride do rekombinacije mesta 
attL1 z mestom attR1 ter attL2 z attR2, pri čemer zaporedji attR1 in attR2 ležita na 
destinacijskem ekspresijskem vektorju Gateway. Zunaj regij attL1 in attL2 pa nalegata 
začetna oligonukleotida M13 forward (–20) in M13 reverse, s katerima lahko z reakcijo 
PCR potrdimo ligacijo vključka. 
 
Slika 6: Plazmidna karta lineariziranega klonirnega vektorja pENTR/D-TOPO. Vektor je lineariziran in 
omogoča vstavljanje vključka z zaporedjem CACC na 5'-koncu med rekombinacijski mesti attL1 in attL2. 
Na obeh koncih rekombinacijskih mest sta označeni mesti prileganja začetnih oligonukleotidov za 
določanje nukleotidnega zaporedja vključka (M13 forward in M13 reverse) in mesta, na katerih ga režejo 






pKGWFS7,0 (VIB) je ekspresijski plazmid, ki služi kot destinacijski Gateway vektor 
(slika 7). Vanj lahko z LR-reakcijo vstavimo vključke iz vektorja pENTR/D-TOPO. Je 
binarni plazmid, ki ga uporabljamo za transformacijo rastlin. Dolg je 12.700 bp. Vsebuje 
ori za podvojevanje v bakteriji E. coli in ori za podvojevanje v agrobakterijah ter zapis 
za odpornost proti spektinomicinu in streptomicinu, ki se izraža v obeh vrstah bakterij. 
Konstrukt, ki se izraža v rastlinah, se nahaja med zaporedjema LB in RB. Med njima leži 
tudi zapis za odpornost proti kanamicinu, ki se izraža v rastlinah. Plazmid omogoča 
vstavljanje promotorja z LR-reakcijo, in sicer pred kodirajoče zaporedje za fuzijo 
reporterskih proteinov EGFP-GUS. Pri LR-reakciji destinacijski plazmid izgubi zapis za 
bakterijski toksin ccdB, kar omogoča preživetje samo tistim bakterijskim celicam, ki 
nosijo plazmid z vključkom. Po reakciji LR zato transformiramo sev E. coli, ki ne nosi 
zapisa za antitoksin.  
 
Slika 7: Plazmidna karta destinacijskega vektorja pKGWFS7,0. Omogoča usmerjeno vstavljanje vključka 
z rekombinacijo mest attL1 in attR1 ter attL2 in attR2 pred kodirajoče zaporedje za fuzijo proteinov  
EGFP-GUS (ojačani zeleni fluorescirajoči protein in beta-glukuronidaza). Med rekombinacijskima 
mestoma je kodirajoče zaporedje za kloramfenikol acetiltransferazo in bakterijski toksin ccdB. Nosi zapis 
za odpornost na spektinomicin in streptomicin, ki se izraža v bakterijah, ter neomicin in kanamicin, ki se 
izraža v rastlinah in se poleg reporterskega gena nahaja med levim in desnim robom T-DNA (LB in RB 




pXK2FS7 (VIB) je izvedenka plazmida pKGWFS7,0, pri katerem je kodirajoče zaporedje 
za fuzijo reporterskih proteinov EGFP-GUS pod kontrolo močnega konstitutivnega 
promotorja CaMV 35 S, zato nam lahko služi kot pozitivna kontrola reporterskega 
sistema (slika 8). 
 
Slika 8: Plazmidna karta ekspresijskega vektorja pXK2FS7. Izražanje kodirajočega zaporedja za fuzijo 
proteinov EGFP-GUS (ojačani zeleni fluorescirajoči protein in beta-glukuronidaza) je pod kontrolo 
močnega konstitutivnega promotorja 35 S mozaičnega virusa cvetače, CaMV. Nosi zapis za odpornost na 
spektinomicin in streptomicin, ki se izraža v bakterijah, ter neomicin in kanamicin, ki se izraža v rastlinah 
in se poleg reporterskega gena nahaja med levim in desnim robom T-DNA (LB in RB T-DNA). Označena 





pGWB435 (T. Nakagawa in sod. [83], darilo prof. dr. Salomé Prat, Centre for Research 
and Agricultural Genomics, Barcelona) je ekspresijski plazmid, ki prav tako služi kot 
destinacijski Gateway vektor pri LR-reakciji (slika 9). Je binarni plazmid in ga 
uporabljamo za prehodno transformacijo rastlin. Dolg je 12.497 bp. Vsebuje ori za 
podvojevanje v bakteriji E. coli in ori za podvojevanje v agrobakterijah A. tumefaciens 
ter zapis za odpornost proti spektinomicinu in streptomicinu, ki se izraža v obeh vrstah 
bakterij. Konstrukt, ki se izraža v rastlinah, se nahaja med zaporedjema LB in RB. Med 
njima leži tudi zapis za odpornost proti kanamicinu, ki se izraža v rastlinah. Plazmid 
omogoča vstavljanje promotorja z LR-reakcijo, in sicer pred kodirajoče zaporedje za 
reporterski protein luciferazo. Pri LR-reakciji destinacijski plazmid izgubi zapis za 
bakterijski toksin ccdB. 
 
Slika 9: Plazmidna karta destinacijskega vektorja pGWB435. Omogoča usmerjeno vstavljanje vključka z 
rekombinacijo mest attL1 in attR1 ter attL2 in attR2 pred kodirajoče zaporedje za luciferazo. Med 
rekombinacijskima mestoma je kodirajoče zaporedje za kloramfenikol acetiltransferazo in bakterijski 
toksin ccdB. Nosi zapis za odpornost na spektinomicin in streptomicin, ki se izraža v bakterijah, ter 
neomicin in kanamicin, ki se izraža v rastlinah in se poleg reporterskega gena nahaja med levim in desnim 
robom T-DNA (LB in RB T-DNA). Označena so tudi mesta, na katerih režejo pogosti restrikcijski encimi, 




3.1.11 Bakterijski sevi 
Po vstavljanju vključkov v vektorje smo z njimi transformirali kemično kompetentne 
celice E. coli, ki smo jih pripravili iz komercialnih celic One Shot Top10 (Thermo Fisher 
Scientific). Prazna destinacijska plazmida smo namnožili v kemično kompetentnih 
celicah E. coli, odpornih na toksin ccdB. Pripravili smo jih iz komercialnih celic One Shot 
ccdB Survival 2 T1 (Thermo Fisher Scientific). 
Prehodno transformacijo smo izvedli z elektrokompetentnimi celicami A. tumefaciens, 
sev GV3101, po elektroporaciji z ekspresijskim vektorjem. Te agrobakterije v genomu 
nosijo zapis za odpornost proti rifampicinu in razoroženi Ti-plazmid z virulenčnimi geni. 
3.1.12 Rastlinski material 
Za prehodno transformacijo smo uporabili rastline tobaka N. benthamiana, ki smo jih 
vzgojili iz semena in presadili posamič 2–3 tedne kasneje. 3–5 tednov po presajanju smo 
rastline agroinfiltrirali.  
Genomsko DNA smo izolirali iz listov rastlin krompirja S. tuberosum, sort Rywal in 
Désirée. 
Rastline so rasle v rastnih komorah pri pogojih: 16 ur osvetlitve pri 21 °C in 8 ur teme pri 
19 °C, relativna zračna vlaga 94 ± 2 %. Rastline v zemlji smo zalivali z vodovodno vodo. 
3.1.13 Programska oprema 
- podatkovna baza za določanje vezavnih mest rastlinskih transkripcijskih faktorjev 
New PLACE (National Agriculture and Food Reasearch Organization, Japonska) 
- podatkovna baza za določanje vezavnih mest transkripcijskih faktorjev 
TRANSFAC (geneXplain) 
- program za fotografiranje in urejanje agaroznih gelov VisionWorks (Analytik Jena) 
- program za urejanje plazmidnih kart SnapGene Viewer (SnapGene) 
- program za urejanje podatkov Excel (Microsoft) 
- program za urejanje slik ImageJ (National Institutes of Health, ZDA) 
- programska oprema za delo s kamero Dino-Lite: DinoCapture (Dino-Lite)  
- programska oprema za delo s konfokalnim makroskopom Leica: Leica Application 
Suite X (Leica Microsystems) 
- programska oprema za delo s spektrofotometrom Synergy MX: Gen5 (BioTek) 
3.2 Priprava gojišč 
V merilni valj smo natočili ustrezen volumen bidestilirane vode in vanjo ob mešanju na 
magnetnem mešalu dodali vse sestavine gojišč razen agarja. Raztopini smo umerili pH z 
raztopino NaOH ali HCl. Nato smo raztopino prelili v steklenico, v primeru priprave 
trdnih gojišč dodali agar in jo sterilizirali 15 min pri 121 °C.  
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Trdnim gojiščem smo pred uporabo dodali antibiotike, in sicer po tem, ko smo gojišče 
stopili v mikrovalovni pečici in ga ohladili na približno 60 °C. Zatem smo gojišče razlili 
v petrijevke. 
3.3 Metode in silico 
3.3.1 Obravnava nukleotidnih in aminokislinskih zaporedij 
Gen za inhibitor cisteinske proteinaze 8 smo poiskali v genomu krompirja v bazi podatkov 
Ensembl Plants [1]; anotirani so trije homologi pod vnosi PGSC0003DMG400010137, 
PGSC0003DMG400010139, PGSC0003DMG400010143. Zaporedja dolžine  
1250 nukleotidov na 5'-koncu, torej nad start kodoni CPI8, smo poravnali s programom 
za poravnavo več zaporedij Clustal Omega (Clustal) [84] in rezultate predstavili z Mview 
(Clustal) [85]. V podatkovnih bazah TRANSFAC [86] in NewPLACE [87] smo iskali 
predvidena vezavna mesta za rastlinske transkripcijske faktorje.  
Pri načrtovanju začetnih oligonukleotidov smo za izračun temperature tališč uporabili 
spletno orodje OligoCalc [88]. 
3.3.2 Analiza slik 
3.3.2.1 Analiza slik, posnetih z UV-transiluminatorjem UVP ChemStudio PLUS 
Črno-bele slike, ki smo jih posneli z UV-transiluminatorjem UVP ChemStudio PLUS 
(Analytik Jena), smo uvozili v program ImageJ, pri čemer je program vsaki ločljivostni 
piki (pikslu) določil sivo vrednost v velikosti 16 bitov (torej od črne – 0 do bele – 65.535). 
Nato smo izvedli operacijo odštevanja: od slike z masko in prazno ploščo smo odšeli sliko 
z masko in ploščo z vzorci (glej sliko 24). Nato smo z orodjem, ki omogoča izbiro kroga, 
označili posamezen listni disk kot ROI (območje zanimanja, ang. region of interest) in v 
programu izmerili njegovo površino, povprečno sivo vrednost, standarni odklon ter 
najmanjšo in največjo sivo vrednost. Meritve za posamične listne diske smo izvozili v 
datoteki .csv in jo uvozili v Excel, v katerem smo izrisali graf z osnovnimi statističnimi 
podatki za posamezen ROI. 
3.3.2.2 Analiza slik, posnetih s kamero Dino-Lite 
Zajete slike smo uvozili v program ImageJ kot slikovno zaporedje in jih vse obrezali 
hkrati tako, da smo v kvadratu ohranili okrogel listni disk, robove pa smo pobarvali črno 
(primer na sliki 10). Slike smo shranili kot slikovno zaporedje in jih ponovno odprli s 
programom ImageJ ter pri tem izbrali 8-bitni barvni model RGB, ki v vsakem barvnem 
kanalu vsaki ločljivostni piki pripiše vrednost med 0 in 255. Da bi zmanjšali vpliv sivin 
neobarvanega tkiva, smo povečali kontrast slik za deset odstotkov (primer na sliki 10). 
Nato smo ločili kanale RGB in rdečega shranili kot tekstovno datoteko v obliki matrike 
rdečih vrednosti ločljivostnih pik. Te smo nato uvozili v Excel, v katerem smo določili 
največjo in povprečno rdečo vrednost. Nato smo kot pražno vrednost izbrali rdečo 
vrednost 200 in prešteli, koliko elementov (ločljivostnih pik) ima nižjo in koliko višjo 
27 
 
rdečo vrednost. Nato smo izračunali razmerje med številom elementov, ki imajo nižjo 
rdečo vrednost (so temnejše), in povprečno rdečo vrednostjo ter izrisali graf tega razmerja 
za posamezni listni disk. To razmerje predstavlja mero za obarvanost tkiva. 
 
Slika 10: Primer kvadratnega obrezka fotografije listnega diska, posnete s kamero Dino-Lite. Ločljivostnim 
pikam v ozadju (robovih) smo pripisali vrednost 0.  
3.3.2.3 Analiza slik, posnetih s konfokalnim makroskopom Leica 
Slike v formatu .tiff, ki smo jih posneli na konfokalnem makroskopu Leica kot »Z-stack« 
(glej podpoglavje 3.7.3) pod isto povečavo, smo uvozili v program ImageJ. Vsako 
rastlinsko celico smo ročno izbrali kot ROI (slika 11) ter v programu izmerili njeno 
površino, povprečno in maksimalno sivo vrednost ločljivostnih pik ter standardni odklon 
sive vrednosti. Meritve smo nato uvozili v program Excel, v katerem smo izrisali graf. 
 
Slika 11: Primer izbiranja celice kot ROI v programu ImageJ. 
3.3.3 Analiza rezultatov luciferaznega testa 
Rezultate luciferaznega testa smo uvozili v Excel. V njem smo izrisali graf aktivnosti 
promotorja, ki prikazuje vse meritve luminiscence skozi celoten čas merjenja. Od meritev 
smo odšteli povprečno vrednost slepe kontrole v isti časovni točki. Nekatere meritve, za 
katere smo na podlagi grafa aktivnosti ocenili, da (vsaj pomemben del časa) odstopajo od 
ostalih, smo označili kot osamelce in jih nismo uporabili za računanje povprečne 
aktivnosti promotorja.  
Na grafu povprečne aktivnosti smo prikazali povprečne vrednosti in standardne odklone 
(funkcija STDEV) za vrednosti luminiscence kontrole in tretmaja. Na dnu grafov smo 
označili tiste časovne točke (zeleno), pri katerih smo s Studentovim t-testom izračunali 
statistično značilno razliko v meritvah med kontrolnimi in tretiranimi listnimi diski, pri 
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čemer smo dopustili največ 5-odstotno nezaupanje (P-vrednost je manjša od 0,05). 
Označene so tudi tiste časovne točke (vijolično), pri katerih smo z istim testom izračunali 
statistično značilno razliko med obema skupinama meritev, pri čemer smo upoštevali, 
kateri par meritev pripada vzorčenemu paru listnih diskov (glej odstavek o vzorčenju v 
parih v podpoglavju 3.7.2) Studentovega t-testa za vezane vzorce. Tudi v tem primeru so 
označene tiste časovne točke, pri katerih je vrednost P manjša od 0,05.  
Izrisali smo še graf indukcije. Ta prikazuje razmerje med drsečim povprečjem šestih 
zaporednih meritev (torej meritev znotraj ene ure) pri tretmaju z JA in med drsečim 
povprečjem šestih zaporednih meritev pri kontroli v času. Razmerje smo izračunali za 
vsak par listnih diskov (sivo), nato pa še povprečno razmerje slednjih s standardnim 
odklonom (oranžno) in razmerje med povprečnima luminiscencama tretiranih in 
kontrolnih listnih diskov (rdeče), ki sta prikazani na grafu povprečne aktivnosti.  
3.4  Kloniranje DNA 
3.4.1 Izolacija DNA 
3.4.1.1 Izolacija genomske DNA 
Za izolacijo genomske DNA smo pripravili homogenizat listov krompirja sort Rywal in 
Désirée ter njuno gDNA izolirali s kompletom DNeasy Plant Mini Kit (Qiagen) po 
navodilih proizvajalca. 
3.4.1.2 Izolacija plazmida iz celic E. coli 
Iz izbranih kolonij E. coli smo pripravili prekonočne kulture v tekočem gojišču LB z 
antibiotikom ter naslednje jutro izolirali plazmide po protokolu uporabljenega kompleta 
reagentov GeneElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma).  
3.4.1.3 Izolacija DNA iz agaroznega gela 
Z AGE smo ločili amplikone iz reakcije PCR, v kateri smo pomnoževali promotorske 
regije CPI8 iz gDNA. Elektroforezo smo izvedli tako kot AGE, opisano v podpoglavju 
3.4.2.5, le da smo namesto pufra TAE uporabili pufer Modified TAE (Milipore).  
Po elektroforezi smo preverili prisotnost lis z UV-transiluminatorjem (UViPro) in izrezali 
koščke gela, kjer smo pri pričakovani velikosti fragmenta DNA opazili liso. Nato smo jih 
izolirali iz agaroznega gela s kompletom reagentov Wizzard SV Gel and PCR Clean-Up 
System (Promega) po navodilih proizvajalca. 
3.4.1.4 Določanje koncentracije DNA 
Koncentracijo izolirane DNA smo določili spektrofotometrično (Nanodrop). 
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3.4.2 Verižna reakcija s polimerazo in agarozna gelska elektroforeza  
3.4.2.1 Načrtovanje začetnih oligonukleotidov 
Na podlagi poravnave treh promotorskih zaporedij CPI8 in identifikacije ohranjenih 
delov zaporedij smo načrtovali začetne oligonukleotide za pomnoževanje iz genoma 
krompirja, in sicer dva smerna začetna oligonukleotida in enega protismernega (tabela 6). 
Glede na dolžino izbranega promotorja CPI8 smo pričakovali, da bodo dolžine 
pomnožkov okoli 600 bp oz. 1000 bp za par začetnih oligonukleotidov 
pCPI8_143_sh_Forward in pCPI8_143_Reverse oz. pCPI8_143_long_Forward in 
pCPI8_143_Reverse. 





























64 (57) 1008 
 
3.4.2.2 Pomnoževanje promotorskih regij CPI8 iz genoma krompirja 
Promotorska zaporedja CPI8 smo pomnožili z verižno reakcijo s polimerazo (PCR) s 
padajočo temperaturo prileganja (tabeli 7 in 8) z uporabo kompleta reagentov Phusion 
High-Fidelity PCR Kit (New England Biolabs) in cikličnim termostatom GeneAmp PCR 





Tabela 7: Program PCR za pomnoževanje iz genoma 
korak temperatura (°C) čas  število ciklov 
začetna 
denaturacija 























72 5 min 1 
 






H2O - - 4,75 
pufer Phusion HF 5x 1x 2 
mešanica dNTP 2,5 mM vsak 250 mM vsak 1 
smerni začetni 
oligonukleotid 
10 mM 500 nM 0,5 
protismerni začetni 
oligonukleotid 
10 mM 500 nM 0,5 
polimeraza Phusion 2 U/μl 0,05 U/μl 0,25 
matrična gDNA 10 ali 100 ng/μl 1 ali 10 ng/μl 1 
skupni V 10 
 
3.4.2.3 Pomnoževanje vključkov iz pJET1.2 
Izbrana promotorska zaporedja smo iz pJET1.2 pomnožili z začetnimi oligonukleotidi 
pCPI8_sh_F oz. pCPI8_long_F in pCPI8_143_Reverse (tabela 6). Smerna 
oligonukleotida imata na 5'-koncu zaporedje CACC, ki omogoča ligacijo v pENTR/D-
TOPO.  
Uporabili smo program za PCR s padajočo temperaturo prileganja (tabeli 9 in 10), 
komplet reagentov Phusion High-Fidelity PCR Kit (New England Biolabs) in ciklični 
termostat GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Temperaturo prileganja 
smo določili glede na temperaturo tališča začetnih oligonukleotidov brez zaporedja  




Tabela 9: Program PCR za pomnoževanje CPI8 iz pJET1.2 
korak temperatura (°C) čas  število ciklov 
začetna 
denaturacija 























72 5 min 1 
 







H2O - - 29,5 
pufer Phusion HF 5x 1x 10 
mešanica dNTP 2,5 mM vsak 250 mM vsak 4 
smerni začetni 
oligonukleotid 
10 mM 500 nM 2,5 
protismerni začetni 
oligonukleotid 
10 mM 500 nM 2,5 
polimeraza Phusion 2 U/μl 0,05 U/μl 0,5 
matrična DNA 100 ng/μl 2 ng/μl 1 
skupni V 50 
 
3.4.2.4 PCR na osnovi kolonije 
Pri reakcijah PCR na osnovi kolonije smo izvedli PCR s padajočo temperaturo prileganja. 
Uporabili smo komplet reagentov PCR KAPA2G Robust HotStart PCR Kit (Kapa 
Biosystems). Reakcijo smo izvedli s cikličnim termostatom GeneAmp PCR System 9700 
(Applied Biosystems). Za matrico smo uporabili suspenzijo kolonije E. coli v sterilizirani 
vodi oz. suspenzijo kolonije A. tumefaciens v 50 mM raztopini NaOH. V slednjem 
primeru smo programu PCR na začetek dodali še eno stopnjo: 10-minutno inkubacijo 
mešanice pri 37 °C. Kot negativno kontrolo za pomnoževanje DNA smo uporabili 
mešanico raztopin za PCR, ki ji nismo dodali suspenzije bakterij. 
Uspešnost ligacije vključkov CPI8 v klonirni plazmid pJET1.2 pri izbranih kolonijah E. 
coli smo preverili z začetnima oligonukleotidoma pJET 1_2 F in pJET 1_2 R (tabeli 11 
in 12).  
Uspešnost ligacije vključkov CPI8 v klonirni plazmid pENTR/D-TOPO smo preverili z 
začetnima oligonukleotidoma pCPI8_143_sh_Forward in pCPI8_143_Reverse za kratke 
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amplikone oz. pCPI8_143_long_Forward in pCPI8_143_Reverse za dolge amplikone 
(tabeli 12 in 13).  
Prisotnost vključkov CPI8 in MC v destinacijskem plazmidu pGWB435 smo preverili v 
izbranih kolonijah E. coli in A. tumefaciens GV3101 z začetnima oligonukleotidoma M13 
F (–20) in Luc_R (tabeli 12 in 14). Za kratke vključke (pod 900 bp) je korak podaljševanja 
trajal 1 min, za dolge (nad 900 bp) pa 2 min.  
Prisotnost vključka CPI8 v destinacijskem plazmidu pKGWFS7,0 smo preverili v 
izbranih kolonijah E. coli in A. tumefaciens z začetnima oligonukleotidoma 
pCPI8_143_long_Forward in pCPI8_143_Reverse (tabeli 12 in 13).  
 
Tabela 11: Program za PCR na osnovi kolonije za potrjevanje vključka CPI8 v pJET1.2 
korak temperatura (°C) čas število ciklov 
začetna 
denaturacija 























72 5 min 1 
 
Tabela 12: Koncentracije in volumni raztopin za eno reakcijo PCR na osnovi kolonije za potrjevanje 







H2O - - 6,14 
pufer B 5x 1x 2 
mešanica dNTP 10 mM vsak 200 mM vsak 0,2 
smerni začetni 
oligonukleotid 
10 mM 300 nM 0,3 
protismerni začetni 
oligonukleotid 
10 mM 300 nM 0,3 
polimeraza 
KAPA2G 
5 U/μl 0,3 U/μl 0,06 
suspenzija bakterij 
v 50 μl H2O  
- - 1 




Tabela 13: Program za PCR na osnovi kolonije za potrjevanje vključka CPI8 v pENTR/D-TOPO in 
pKGWFS7,0 
korak temperatura (°C) čas število ciklov 
začetna 
denaturacija 
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Tabela 14: Program za PCR na osnovi kolonije za potrjevanje vključkov CPI8 in MC v pGWB435 
korak temperatura (°C) čas število ciklov 
začetna 
denaturacija 























72 5 min 1 
 
3.4.2.5 Agarozna gelska elektroforeza (AGE) 
Z AGE smo preverjali prisotnost vključkov v izbranih kolonijah bakterij. Uporabili smo 
1-% agarozni gel. Pripravili smo ga tako, da smo v 1-kratnem pufru TAE (Milipore) 
raztopili agarozo in nato dodali etidijev bromid (končna koncentracija je bila 0,5 μg/ml). 
K produktu PCR smo dodali 2-kratni nanašalni pufer Loading Dye (Fermentas) v 
razmerju 1:1. Za velikostni standard smo uporabili 5 μl raztopine lestvice DNA 
MassRuler DNA Ladder Mix (Thermo Fisher Scientific). Elektroforeza je tekla pri 
napetosti 100 V. 
Ko je AGE tekla dovolj dolgo, da smo lahko razločili posamezne lise, smo gel 
fotografirali v UV-transiluminatorju Safe Imager (Invitrogen), nastavitve smo nastavili v 
programu VisionWorks (Analytik Jena). 
3.4.3 Priprava vzorcev za določanje nukleotidnega zaporedja 
Vključke promotorskih regij v plazmidu pJET2.1 smo pripravili za sekvenciranje tako, 
da smo 5 μl plazmida s koncentracijo 100 ng/μl dodali 5 μl smernega oz. protismernega 
začetnega oligonukleotida s koncentracijo 5 μM. Uporabili smo začetna oligonukleotida 
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pJET 1_2 F in pJET 1_2 R. Na enak način smo pripravili plazmide pENTR/D-TOPO z 
vključki, le da smo kot začetna oligonukleotida dodali M13 F (–20) in M13 R (–29). 
Nukleotidno zaporedje so določili v podjetju GATC Biotech.  
3.4.4 Postopki vstavljanja vključkov v plazmide 
3.4.4.1 Ligacija vključkov v pJET1.2/blunt 
Pomnožke promotorskih regij CPI8 smo vključili v klonirni plazmid pJET1.2/blunt s 
kompletom reagentov CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific) po 
navodilih proizvajalca (volumni produktov PCR so navedeni v tabeli 15). Reakcijo 
ligacije smo pustili teči pri sobni temperaturi 15 minut, nakar smo ustrezne volumne 
reakcijskih zmesi (tabela 15) dodali h kemično kompetentnim celicam E. coli Top10 ter 
izvedli transformacijo s toplotnim šokom. Na trdna gojišča LB z ampicilinom smo nanesli 
10, 50 in 150 μl transformacijske mešanice ter plošče inkubirali pri 37 °C čez noč. 
Tabela 15: Volumni produktov PCR in ligacijskih mešanic, ki smo jih uporabili pri ligaciji v pJET1.2/blunt 
produkt PCR 
volumen (μl) produkta PCR, ki 
smo ga dodali v ligacijsko 
mešanico (pribl. masa produkta 
PCR, ki ustreza temu volumnu) 
volumen (μl) ligacijske mešanice, 
ki smo jo dodali k celicam E. coli 
(pribl. masa produkta PCR, ki 
ustreza temu volumnu) 
RyL 1 kb 2 (50 ng) 4 (10 ng) 
RyS 0,6 kb 
1 (25 ng; redčen z vodo v 
volumskem razmerju 1:1)  
5 (6 ng) 
RyS 1 kb 3 (50 ng) 4 (10 ng) 
DeL 1 kb 0,95 (50 ng) 4 (10 ng) 
DeL 0,5 kb 1,4 (25 ng) 5 (6 ng) 
DeS 0,6 kb 
1 (25 ng; redčen z vodo v 
volumskem razmerju 1:1) 
5 (6 ng) 
DeS 1 kb 3 (50 ng) 4 (10 ng) 
 
3.4.4.2 Reakcija TOPO 
Očiščen produkt PCR smo dodali v reakcijo ligacije v pENTR/D-TOPO tako, da je bilo 
molsko razmerje med plazmidom in vključkom 1:3 v vseh reakcijah. Enemu mikrolitru 
plazmida, kar ustreza 20 ng, smo dodali ustrezen volumen vključka (volumni so navedeni 
v tabeli 16). Nadaljevali smo po proizvajalčevih navodilih. Ligacijo smo na sobni 
temperaturi pustili teči 20 min, nakar smo 2 μl reakcije dodali h kemično kompetentnim 
celicam E. coli Top10 ter izvedli transformacijo s toplotnim šokom. Na trdna gojišča LB 
s kanamicinom smo nanesli 50 in 150 μl reakcije transformacije ter plošče inkubirali pri 
37 °C čez noč. 
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Tabela 16: Volumni in mase vključkov, ki smo jih dodali v reakcijo TOPO 
vključek volumen vključka (μl) 
masa vključka, ki ustreza temu 
volumnu (ng) 
Ry14 2,80 (10-krat redčen z vodo) 23 
Ry1 1,12 115 
De7 4,00 (10-krat redčen z vodo) 70 
 
3.4.4.3 Reakcija LR 
LR-reakcijo v destinacijska vektorja pGWB435 in pKGWFS7,0 smo izvedli s pomočjo 
kompleta reagentov Gateway LR Clonase II Enzyme Kit (Thermo Fisher Scientific) po 
navodilih proizvajalca. Pri tem smo enemu mikrolitru destinacijskega plazmida s 
koncentracijo 150 ng/μl dodali volumen pENTR/D-TOPO z vključkom v masnem 
razmerju 1:1 (tabela 17). Pustili smo jo teči čez noč pri sobni temperaturi. Naslednje jutro 
smo 1 μl reakcijske mešanice LR dodali k suspenziji kemično kompetentnih celic E. coli 
Top 10 in izvedli transformacijo s toplotnim šokom. Nato smo jih razmazali na plošče s 
trdnim gojiščem LB s streptomicinom, in sicer po 20 in 120 μl reakcije. Plošče smo 
inkubirali čez noč pri 37 °C. 
Tabela 17: Volumni in koncentracije vključkov v izhodiščnem vektorju pENTR/D-TOPO, ki smo jih dodali 
v reakcijo LR 
pENTR/D-TOPO z 
vključkom 
volumen pENTR/D-TOPO z 
vključkom (μl) 
koncentracija pENTR/D-TOPO 
z vključkom (ng/μl) 
Ry14  1,50 95 
Ry1 1,50 111 
De7 1,20 125 
3.5 Priprava in transformacija kompetentnih bakterij E. coli in A. 
tumefaciens 
3.5.1 Priprava kemijsko kompetentnih celic E. coli 
Celice E. coli One Shot Top10 (Thermo Fisher Scientific) oz. One Shot ccdB Survival 2 
T1 (Thermo Fisher Scientific) smo nacepili na plošče LB brez selekcije in jih preko noči 
inkubirali pri 37 °C. Naslednji dan smo iz ene kolonije v centrifugirki pripravili 
prekonočno kulturo v 5 ml tekočega gojišča LB brez selekcije in jih stresali pri 225 rpm 
in 37 °C. Naslednje jutro smo 250 μl prekonočne kulture precepili v erlenmajerice s  
25 ml svežega tekočega gojišča LB brez selekcije in jih nadalje stresali pri istih pogojih 
še približno 2 uri, dokler nismo izmerili vrednosti optične gostote pri 600 nm (ang. optical 
density, OD600) med 0,4 in 0,6. Kulturo smo takrat prelili v centrifugirko in jo v na 4 °C 
ohlajeni centrifugi centrifugirali 10 min pri 4000 g. Po centrifugiranju smo odstranili 
supernatant, pelet pa resuspendirali v 8 ml ledeno mrzlega 0,1 M CaCl2. Nato smo 
centrifugiranje ponovili pod istimi pogoji. Ponovno smo odlili supernatant, pelet pa 
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resuspendirali v 1,8 ml ledeno hladne mešanice CaCl2-Tris-glicerol. Alikvote z 
volumnom 50 μl tako pripravljene suspenzije celic smo odpipetirali v mikrocentrifugirke, 
jih zamrznili v tekočem dušiku in shranili pri –80 °C. 
3.5.2 Priprava elektrokompetentnih celic A. tumefaciens 
Celice smo nacepili na plošče YM z rifampicinom in jih dva dni inkubirali pri 28 °C. 
Nato smo iz ene kolonije v centrifugirki pripravili prekonočno kulturo v 5 ml tekočega 
gojišča YM z rifampicinom v koncentraciji 10 μg/ml in jih stresali pri 225 rpm in 28 °C. 
Naslednji dan smo 500 μl prekonočne kulture precepili v erlenmajerice s 50 ml svežega 
tekočega gojišča LB z rifampicinom in jih nadalje stresali pri istih pogojih približno  
16 ur, dokler nismo izmerili vrednosti OD600 med 0,4 in 0,6. Kulturo v erlenmajerici smo 
takrat 15 minut inkubirali na ledu, nato pa smo jo prelili v centrifugirko in jo centrifugirali 
5 min pri 4000 g in 4 °C. Po centrifugiranju smo odstranili supernatant, pelet pa 
resuspendirali v 15 ml ledeno mrzlega 10-odstotnega glicerola. Nato smo ponovili 
centrifugiranje in resuspendiranje peleta še dvakrat, pri čemer smo vsakokrat zmanjšali 
prostornino dodanega glicerola (10 ml, 5 ml). Zatem smo ponovno odlili supernatant, 
pelet pa resuspendirali v 1 ml ledeno mrzlega 10-odstotnega glicerola. Alikvote z 
volumnom 80 μl tako pripravljene suspenzije celic smo odpipetirali v mikrocentrifugirke, 
jih zamrznili v tekočem dušiku in shranili pri –80 °C. 
3.5.3 Transformacija kemijsko kompetentnih celic E. coli 
50 μl suspenzije kemično kompetentnih bakterij E. coli smo odtalili na ledu, nato pa 
celicam dodali ustrezno količino plazmida (1 μl s koncentracijo 1 ng/μl), ligacijske 
mešanice s pJET1.2 (količine so v tabeli 15), reakcijske mešanice TOPO (2 μl) ali 
reakcijske mešanice LR (1 μl). Nežno smo jih potresli in nato 30 minut inkubirali na ledu. 
Sledil je toplotni šok, pri katerem smo celice 30 sekund inkubirali v vodni kopeli s 
temperaturo 42 °C in jih nato za 2 minuti vrnili na led. Zatem smo k celicam dodali  
250 μl toplega gojišča SOC in jih eno uro stresali pri 250 rpm in 37 °C. Po stresanju smo 
različne volumne suspenzije celic razmazali na plošče LB z ustreznim antibiotikom. 
Plošče smo čez noč inkubirali pri 37 °C. 
3.5.4 Transformacija elektrokompetentnih celic A. tumefaciens 
50 μl suspenzije elektrokompetentnih bakterij A. tumefaciens smo odtalili na ledu, nato 
pa celicam dodali 1 μl plazmida s koncentracijo 100 ng/μl. Celoten volumen suspenzije 
celic smo nato odpipetirali v ohlajeno kiveto za elektroporacijo. Elektroporacijo smo 
izvedli v elektroporatorju Eppendorf 2510 pri napetosti 2000 V. Takoj zatem smo v kiveto 
dodali 1 ml gojišča YM ter suspenzijo prenesli v mikrocentrifugirko. Celice smo nato tri 
ure stresali pri 225 rpm in 28 °C. Po stresanju smo različne volumne suspenzije celic 
razmazali na plošče YM z ustreznimi antibiotiki. Plošče smo od dveh do štiri dni 
inkubirali pri 28 °C. 
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3.6 Delo z rastlinskim materialom 
3.6.1 Prehodna transformacija rastlin N. benthamiana 
Iz kolonij agrobakterij A. tumefaciens GV3101, v katerih smo s PCR na osnovi kolonije 
potrdili prisotnost konstrukta, smo pripravili 15 ml prekonočne kulture v gojišču YM s 
selekcijo in jo stresali pri 28 °C. Naslednje jutro smo prekonočno kulturo centrifugirali 
20 minut pri 4000 rpm ter odlili supernatant. Pelet smo resuspendirali v vodni raztopini 
10 mM MES, 10 mM MgCl2 in 0,15 mM acetosiringona. Suspenzijo agrobakterij smo 
nato stresali v temi pri sobni temperaturi 2–4 ure. Tako pripravljene bakterije smo 
uporabili za agroinfiltracijo listov tobaka N. benthamiana. Infiltrirali smo po dva do tri 
liste vsake rastline, in sicer tako, da smo list prebodli s tanko iglo in nato na mestu vboda 
s siringo vbrizgali suspenzijo agrobakterij. Odvečno tekočino na listni površini smo nato 
previdno popivnali s papirnato brisačko. Rastline smo pred in po agroinfiltraciji zalili z 
vodovodno vodo. 
3.6.2 Vzorčenje rastlin N. benthamiana in tretiranje s hormoni 
Vzorce agroinfiltriranih listov smo odvzeli 3–5 dni po agroinfiltraciji. Za test z GUS smo 
jih tretirali tri dni po agroinfiltraciji. 
Za glukuronidazni test in konfokalno makroskopijo, s katerima smo spremljali aktivnost 
promotorjev PR1b in Pti5, smo agroinfiltrirane liste tretirali z raztopino INA (v končni 
koncentraciji 300 μM) v 1-odstotnem etanolu tako, da smo jih popršili z raztopino v 
pršilki, preden smo liste povzorčili. Kontrolno skupino smo popršili z raztopino  
1-odstotnega etanola. Rastline smo po tretiranju zaprli v neprodušne posode iz pleksi 
stekla za 24 ur (poskus, obravnavan v podpoglavju 4.3.4.4). Naslednji dan smo liste 
vzorčili z nožkom za rezanje diskov (za barvanje v mikrotitrski plošči), v poskusu, 
opisanem v 4.3.1.1, pa smo enega od listov razrezali na četrtine in četrtino lista dali v 
petrijevko.  
Za luciferazni in glukuronidazni test ter konfokalno mikroskopijo, s katerimi smo 
spremljali aktivnost promotorjev CPI8 in MC, smo agroinfiltrirane liste tretirali z 
raztopino JA tako, da smo diske, ki smo jih izrezali iz listov, inkubirali v raztopini MS20 
s 25 μM JA. Pri luciferaznem testu smo diske položili na površino raztopine MS20 z 
luciferinom in 25 μM JA. Diski so na gladini slednje ali kontrolne raztopine (torej brez 
JA) plavali ves čas meritve. 
3.7 Test aktivnosti promotorjev 
3.7.1 Glukuronidazni test 
Za ploščo s 24 vdolbinicami smo pripravili 12 ml raztopine za glukuronidazni test. V 
vdolbinice smo je odpipetirali po 0,5 ml.  
Glukuronidazni test smo izvajali po prilagojenem protokolu avtorja Gallagherja [89].   
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Agroinfiltrirane liste rastlin N. benthamiana smo tri oz. štiri dni po agroinfiltraciji vzorčili 
z nožki za izrezovanje diskov s premerom 12 mm. V vsako vdolbinico smo dali po en 
listni disk tako, da smo ga potopili v raztopino. Ko smo ploščo napolnili, smo jo dali v 
posodo za vakuumsko infiltracijo ter jo priključili na vakuumsko črpalko. Ko je tlak v 
posodi padel za 20 inHg (20 inHg = 51 cmHg = 68 kPa = 0,67 atm), smo ventil zaprli in 
črpalko ugasnili ter počakali še 30 sekund, preden smo ventil odprli in izenačili tlak v 
posodi s sobnim tlakom. Ploščo smo nato pokrili, oblepili s parafilmom in obdali z 
alufolijo ter jo čez noč inkubirali pri 37 °C. Naslednji dan smo raztopino za 
glukuronidazni test odstranili in listne diske večkrat (štirikrat do petkrat) sprali z 0,5 ml 
absolutnega etanola, s čimer smo odstranili rastlinska barvila, kot je klorofil. Ploščo smo 
med spiranji inkubirali pri 37 °C. Ko smo sprali ves klorofil, smo listne diske fotografirali 
z digitalnim fotoaparatom, kamero Dino-Lite (Dino-Lite) in/ali UV-transiluminatorjem 
UVP ChemStudio PLUS (Analytik Jena). 
3.7.2 Luciferazni test 
Luciferazni test smo izvajali po prilagojenem protokolu avtoric Lasierra in Prat [90]. Za 
mikrotitrsko ploščo s 96 vdolbinicami smo pripravili 20 ml raztopine MS20 in ji dodali  
8 μl založne raztopine luciferina. V polovični volumen tako pripravljene raztopine smo v 
primeru tretiranja dodali hormon (jasmonsko kislino do končne koncentracije 25 μM). V 
vdolbinice smo odpipetirali po 195 μl raztopine. 
Agroinfiltrirane liste rastlin N. benthamina smo tri oz. štiri dni po agroinfiltraciji vzorčili 
z nožki za izrezovanje diskov s premerom 6,0 mm. V vsako vdolbinico smo dali po en 
listni disk, in sicer s spodnjo stranjo lista navzgor in tako, da je plaval na površini 
raztopine. V primeru tretiranja z jasmonsko kislino smo ploščo pokrili s prozorno folijo 
in nad vsako vdolbinico z iglo naredili dve luknjici za prehajanje zraka. Takoj za tem smo 
ploščo vstavili v luminometer Synergy MX BioTek in pričeli z meritvijo. 
V optimiziranem luciferaznem testu smo liste vzorčili tako, da smo iz tkiva odvzeli dva 
listna diska blizu skupaj (slika 12). En listni disk iz para je služil za kontrolo, drugega pa 
smo tretirali s hormonom. 
 
Slika 12: primer vzorčenja “v parih": listna diska smo odvzeli blizu skupaj. Enega smo položili na gladino 
kontrolne raztopine brez hormona, drugega pa na gladino raztopine s hormonom. Pazili smo, da med 




3.7.3 Konfokalna makroskopija 
Fluorescenco proteina EGFP smo spremljali s konfokalnim makroskopom Leica TCS LSI 
z 20-kratnim objektivom (Leica Microsystems). EGFP smo vzbujali z laserjem z valovno 
dolžino 488 nm, fluorescenco pa smo zajemali v območju 508–533 nm. Klorofil smo 
vzbujali z istim laserjem, fluorescenco pa smo zajemali v območju 690–750 nm. Slike 
smo posneli z načinom Z-stack, kar pomeni, da smo v določenem globinskem intervalu 
naredili več slik z enakomerno oddaljenimi gorišči (fokusi).  
Velikost pinhole je bila 92,1 μm. Pri opazovanju fluorescence EGFP pod kontrolo 
CPI8.De7 smo celice, ki smo jih uporabili za kvantifikacijo, posneli pri dodatni 1,6-kratni 
povečavi. Jakost laserja in vrednost gain sta se med poskusi razlikovala, zato sta vrednosti 






4 Rezultati  
4.1 Shema eksperimentalnega dela 
Potek eksperimentalnega dela je prikazan na sliki 13. Delo smo začeli z bioinformatsko 
analizo referenčnih promotorjev CPI8 pri podvrsti krompirja Phureja. 
 
 




4.2 Raznolikost promotorskih zaporedij CPI8 in porazdelitev vezavnih 
mest za transkripcijske faktorje 
4.2.1 Promotorska zaporedja CPI8 so raznolika 
Gen CPI8 se izraža ob indukciji z jasmonsko kislino, kar so že uporabili kot kontrolo 
signalne poti JA v reakcijah RT-qPCR [36], [43]. Zato so za ta gen predvideli, da bi bil 
primeren kandidat za biosenzor signalne poti JA, pri čemer pa ni bilo znano, kateri od 
treh genov je za to odgovoren, torej kateri od promotorjev teh genov se odziva na JA. 
Izolirali smo dvanajst različic promotorja, kar pomeni, da variabilnost obstaja tudi med 
aleli istega gena. Ker smo v promotorskih regijah pričakovali pomembne razlike, smo jih 
najprej analizirali z bioinformatskimi orodji, da bi glede na predvidene cis-elemente  
(oz. vezavna mesta transkripcijskih faktorjev, TFBS) predvideli, katera izmed različic se 
(najbolj) odziva na JA.  
4.2.1.1 Poravnava bližnjih promotorskih zaporedij CPI8 pri genotipu Phureja razkriva 
ohranjene in variabilne regije 
V podatkovni bazi genomov Ensembl najdemo tri vnose, ki zapisujejo za proteazni 
inhibitor CPI8: PGSC0003DMG400010137 (Phu137), PGSC0003DMG400010139 
(Phu139) in PGSC0003DMG400010143 (Phu143). Vsi trije geni se nahajajo na tretjem 
kromosomu blizu skupaj, na razdalji 150 kb in v enaki orientaciji. Kodirajoči zaporedji 
Phu139 in Phu143 se razlikujeta zgolj v enem nt (v prevedenem zaporedju v eni ak), 
medtem ko se kodirajoče zaporedje Phu137 od njiju razlikuje v kar 48 oz. 49 od 227 ak, 
večina zamenjanih ak ima drugačno kemijsko naravo (nekonzervativne točkovne 
mutacije v nukleotidnem zaporedju) (slika 14). 
 
Slika 14: Poravnava prevedenih kodirajočih zaporedij CPI8 pri Phureji, pridobljenih v podatkovni bazi 
Ensembl, z orodjem Clustal Omega. Poravnana so zaporedja treh vnosov v bazi v Ensembl, anotiranih kot 
CPI8: Phu137 (GeneID: PGSC0003DMG400010137), Phu139 (GeneID: PGSC0003DMG400010139) in 
Phu143 (GeneID: PGSC0003DMG400010143). Pod poravnanimi aminokislinskimi ostanki zvezdica 
označuje, da je dotični ohranjen pri vseh zaporedjih, dvopičje, da je ohranjena kemijska podobnost, pika, 
da je ohranjena šibka kemijska podobnost, praznina pa, da na tem mestu aminokislinski ostanek ni ohranjen 
[84]. Številka na koncu vrstice predstavlja zaporedno številko zadnje aminokisline v vrstici, kot se nahaja 
v proteinski verigi. 
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Podobno ugotovimo pri poravnavi neprevedenega zaporedja, ki leži 2 kb nad start 
kodonom. Tik nad start kodonom je 146 bp dolgo zaporedje, ki je močno ohranjeno pri 
vseh treh nekodirajočih regijah. Nad njim je približno 500 bp dolga regija, ki je močno 
ohranjena pri Phu139 in Phu143, pri Phu137 pa v celoti manjka. Nad njo je okrog 500 bp 
dolga regija, ki je dobro ohranjena pri vseh treh različicah. Še višje leži zaporedje, pri 
Phu137 dolgo okoli 400 bp, pri Phu139 in Phu143 pa okoli 100 bp, ki ne izkazuje 
homologije med Phu137 ter ostalima dvema, Phu139 in Phu143. Nad tem predelom je 
okrog 600 bp dolgo zaporedje, ki je v veliki meri ohranjeno pri vseh treh različicah. Še 
okoli 100 bp višje ležeče regijo si delita Phu137 in Phu143 (slika 15). 
 
 












Slika 15: Poravnava različic 2 kb dolgega promotorskega zaporedja CPI8, pridobljenih iz podatkovne baze 
Ensembl Plants, s spletnim orodjem Clustal Kalign, prikazano z orodjem MView. Te različice smo 
poimenovali Phu137, Phu139 in Phu143. Z modro sta označeni mesti, na katera nalegata smerna začetna 
oligonuleotida za pomnoževanje iz genoma, z zeleno pa mesto, na katero nalega protismerni. Za orientacijo 
je dodano mesto začetka prepisovanja, ATG (sivo). Cov: ang. coverage, odstotek pokritosti zaporedja z 
referenčnim (Phu143); pid: ang. percent of identity, odstotek identičnosti zaporedja referenčnemu 
zaporedju v poravnanem delu. Številka na začetku in koncu vrstice poravnave predstavlja zaporedno 
številko prvega in zadnjega nukleotida v vrstici, kot se nahaja v poravnavi. ATG ni vključen v to 
oštevilčenje. 
4.2.1.2 Iz genomske DNA kultivarjev Rywal in Désirée smo pomnožili nove različice 
promotorskega zaporedja CPI8 
S pomočjo prileganja promotorskih zaporedij iz genotipa Phureja smo načrtovali začetne 
oligonukleotide za pomnoževanje iz izbranih genotipov krompirja. Da bi pridobili čim 
večji nabor neprevedenih zaporedij, ki se nahajajo nad start kodonom, smo načrtovali 
smerna začetna oligonukleotida na najbolj ohranjenih delih: tako bi pri Phu143 s parom 
začetnih oligonukleotidov pCPI_143_sh_Forward in pCPI8_143_Reverse pomnožili 
zaporedje, dolgo 600 bp, s parom pCPI8_143_long_Forward in pCPI8_143_Reverse pa 
1004 bp, medtem ko bi pri Phu139 dolžina amplikona s prvim parom merila 598 bp, z 
drugim pa 995 bp. Zaporedje Phu137 bi lahko pomnožili le z drugim parom začetnih 
oligonukleotidov, amplikon bi bil dolg 512 nt. Začetni oligonukleotidi so označeni na 
sliki 14: smerna z modro, protismerni z zeleno barvo. Pomnoževanje z obema paroma 
začetnih oligonukleotidov smo izvedli na osnovi izolirane genomske DNA kultivarjev 
Rywal in Désirée. Da bi omogočili prileganje začetnih oligonukleotidov tudi na 
zaporedjih, ki niso povsem komplementarna, smo izvedli PCR s padajočo temperaturo 
prileganja. 
Po pomnoževanju smo produkte reakcij PCR nanesli na modificiran agarozni gel ter 
izvedli elektroforezo. Reakcije PCR smo poimenovali glede na par začetnih 
oligonukleotidov, s katerimi pričakujemo bodisi dolg (long, dolg okoli 1 kb) bodisi kratek 
(sh, dolg okoli 500 kb) amplikon, in kultivar, iz katerega smo izolirali gDNA (Rywal – 
Ry in Désirée – De). 
Pod UV-svetlobo smo opazili naslednje lise (slika 16): pri Ry long in De long je bila 
najintenzivnejša lisa pri 1 kb, ta lisa se je pojavila tudi pri Ry sh in De sh. Na tem mestu 
smo v vseh štirih primerih izrezali košček gela za izolacijo pomnožkov. Pri Ry long smo 
opazili še liso, ki je ležala med 1 in 1,5 kb, ter liso pri okoli 0,5 kb. To smo opazili tudi 
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pri pri De long, ob njih pa še liso pri 0,7 kb. Košček gela smo izrezali na mestu lise pri 
0,5 kb reakcije De long (slika 16b). Pri Ry sh in De sh smo opazili liso pri 1 kb, liso med 
1 in 1,5 kb ter liso pri 0,5 kb, pri Ry sh pa še med 0,3 in 0,4 kb. V obeh primerih smo 
izrezali košček gela pri lisah, ki so ustrezale predvidenim velikostim fragmentov DNA: 
pri 1 kb in 0,5 kb (slika 16b).  
 
Slika 16: Pomnoževanje promotorjev genov CPI8 iz genomske DNA kultivarjev Rywal in Désirée. Slika 
agaroznega gela pred (a) in po (b) izrezovanju lis pri pričakovanih velikostih. Ry: pomnožki iz gDNA 
kultivarja Rywal, De: pomnožki iz gDNA kultivarja Désirée. Oznaki long in sh: pomnožki, ki smo jih 
pridobili s parom začetnih oligonukleotidov long oz. sh. Ntc: kontrola brez matrice (long za dolg amplikon, 
sh za kratkega), st: standardna velikostna lestvica. 
Iz izrezanih koščkov modificiranega agaroznega gela smo izolirali fragmente DNA in jih 
vključili v klonirni plazmid pJET1.2 ter nato transformirali celice E. coli. Uspešnost 
ligacije smo preverili s PCR na osnovi kolonije. Preverili smo po šest kolonij za 
posamezen košček izrezanega gela, iz katerega smo izolirali DNA. Skupino šestih reakcij 
PCR smo poimenovali glede na velikosti standarda, pri katerih smo opazili liso (slika 17): 
RyL 1 kb, RyS 0,6 kb, RyS 1 kb, DeL 1 kb, DeL 0,5 kb, DeS 0,6 kb in DeS 1 kb. Glede 
na rezultate AGE smo izbrali kolonije, iz katerih smo izolirali plazmid: pri RyL 1 kb 
kolonije 1, 2 in 3, pri RyS 0,6 kb kolonije 7, 8 in 9, pri RyS 1 kb kolonije 14, 15 in 16, 
pri DeL 1 kb kolonije 1, 2, 3 in 5, pri DeL 0,5 kb kolonije 7, 9 in 10, pri DeS 0,6 kb 
kolonije 13, 14, 15, 17 in 18, pri DeS 1 kb pa kolonije 19, 20, 21 in 22 (obkrožene na sliki 
17). Vključkom v izoliranih plazmidih so v podjetju GATC določili nukleotidno 
zaporedje s smernim in protismernim začetnim oligonukleotidom iz kompleta reagentov 




Slika 17: Preverjanje uspešnosti kloniranja promotorjev gena CPI8 v celice E. coli. Slika prikazuje 
agarozni gel po elektroforezi produktov PCR na osnovi kolonije za preverjanje uspešnosti ligacije v 
pJET1.2. Ry in De predstavljata ime kultivarjev, iz katerih smo pomnožili promotorska zaporedja. Oznaki 
L in S označujeta, s katerima paroma začetnih oligonukleotidov smo pomnožili zaporedje (L: long, S: sh). 
oznake dolžin ( 1 kb, 0,6 kb in 0,5 kb predstavljajo približno velikost pomnožkov, ki smo jih izrezali iz 
modificiranega gela po pomnoževanju iz gDNA in ločbi z elektroforezo. Številke pomenijo številko izbrane 
kolonije, obkrožene smo izbrali za sekvenciranje. St: standardna velikostna lestvica, ntc: kontrola brez 
matrice. 
Rezultati sekvenciranja DNA so pokazali, da kolonije Ry3, Ry7, Ry9, De3 in De5 nosijo 
plazmid z vključkom, ki je identičen zaporedju Phu143. De1 ima samo en nt različen od 
Phu143. De13, De14, De18, De19 in De20 so med seboj različna zaporedja, bolj podobna 
Phu143 kot Phu139 (tabela 18). De15 je deloma podoben Phu143, deloma Phu139. Pri 
Ry1, Ry2 in Ry8 gre za isto zaporedje, ki je bolj podobno Phu139 kot Phu143. De2 ima 
samo en nt drugačen od slednjih. Zaporedji De7 in De9 sta identični, imata le dva nt 
različna od Phu137. Ry14 je kratko zaporedje, podobno Phu143 in Phu139. Celokupno 
smo identificirali devetnajst promotorjev (dvanajst različic), od tega štirinajst takih 
(enajst različic), ki se ne ujemajo z že znanimi zaporedji iz genoma podvrste Phureja. 
Podobnost referenčnih in pomnoženih zaporedij med seboj prikazujeta tabela 18 z 





Tabela 18: Matrika odstotka identičnosti nukleotidov pri referenčnih in pomnoženih promotorskih 
zaporedjih CPI8, narejena z orodjem clustal2.1. Prikazuje število nt in delež, ki ga število nt predstavlja v 
poravnanem delu zaporedja. Identičnost nukleotidov smo izračunali samo na poravnanih delih zaporedja, 
delecij/insercij nismo upoštevali. Narejeno po poravnavi zaporedij z orodjem Clustal Kalign. 
 
 
Slika 18: Filogenetsko drevo referenčnih pomnoženih promotorskih regij CPI8 pri skupini Phureja in 
pomnoženih iz kultivarjev Rywal (Ry) in Désirée (De). Narejeno z orodjem Simple Phylogeny, clustal2.1 
(po poravnavi zaporedij z orodjem Clustal Kalign) z algoritmom združevanja sosedov (ang. neighbour 
joining) brez poprave razdalj. 
Sekvenciranje plazmidov iz kolonij Ry15, De10 in De17 ni bilo uspešno. Pri 
sekvenciranju Ry16, De21 in De22 pa smo pridobili zaporedja, ki niso del promotorske 
regije CPI8, pač pa gre pri med seboj podobnih zaporedjih Ry16 in De22 za 979 bp dolgo 
zaporedje, ki ga sicer najdemo na kromosomu 5 (skoraj 98-odstotna identičnost bp med 
iskalnim in najdenim zaporedjem, slednje pokriva 98 % prvega). Del iskalnega zaporedja 
(72 %) predstavlja komplementarno verigo dela kodirajočega zaporedja (85-odstotna 
identičnost), ki je v bazi Nucleotide anotirano kot predvideno zaporedje homologa gena 
za R1A-4, proteina R v odzivu na okužbo s P. infestans pri S. tuberosum, v bazi Ensembl 
Plants (S. tuberosum) pa kot kodirajoče zaporedje za ubikvitin-protein ligazo. Podobno 
velja za 729 bp dolgo zaporedje De21, ki ga najdemo na kromosomu 11 (prav tako skoraj 
98-% identičnost bp med iskalnim in najdenim zaporedjem, slednje pokriva 97 % prvega). 
42 % iskalnega zaporedja izkazuje skoraj 99-odstotno identičnost komplementarni verigi 
dela kodirajočega zaporedja, ki je v bazi Nucleotide anotirano kot predvideno kodirajoče 
zaporedje za protein 7, podoben 4-kumarat-CoA ligazi (pri S. tuberosum), encimu, ki je 
vključen v biosintezo JA. V bazi Ensembl plants (S. tuberosum) je to zaporedje anotirano 
kot AMP-odvisna CoA ligaza.  
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4.2.2 Raznolikost promotorskih zaporedij vpliva na število in razporeditev vezavnih 
mest za transkripcijske faktorje (TFBS) 
Za pomnožena promotorska zaporedja smo z orodjema NewPLACE in TRANSFAC 
poiskali predvidena mesta vezave transkripcijskih faktorjev (TFBS, ang. transcription 
factor binding site) oz. cis-elementov. Za najdene cis-elemente smo preverili, kaj je znano 
zanje – v katerih procesih so udeleženi. 
V bazi NewPLACE smo v vseh promotorskih zaporedjih CPI8 našli 88 različnih cis-
elementov (tabela 19). Za enajst od njih je znano, da sodelujejo pri odzivu z JA, za trinajst 
pa, da so del odziva v biotskem stresu. Predvideni cis-elementi se pogosto pojavljajo v 
promotorjih genov za založne proteine in amilazo (12-krat), so vključeni v odzivu na 
zmanjšano dostopnost vode in hranil (12), svetlobne pogoje (9), nizke temperature (4) ter 
hipoksijo (2). Za predvidene cis-elemente so pogostejše anotacije predvsem za odziv z 




Tabela 19: Anotirani cis-elementi v bazi NewPLACE in njihovo število v identificiranih promotorskih 
zaporedjih genov CPI8. V prvi vrstici so navedene dolžine promotorskih zaporedij (število nukleotidov nad 
start kodonom), v drugi vrstici pa imena različic promotorja CPI8. V prvem stolpcu so imena cis-elementov; 
z rumeno so označeni tisti, ki so anotirani za odzivnost povezano z JA, z zeleno pa tisti, ki so anotirani za 
odzivnost v biotskem stresu. Večje število ponovitev določenega cis-elementa je v tabeli poudarjeno z 
intenzivnejšo modro barvo. V spodnjem delu tabele se nahaja seštevek ponovitev cis-elementov, ki so 
anotirani za JA (rumena polja) in biotski stres (zelena polja), ter vseh predvidenih cis-elementov v danem 
promotorskem zaporedju. V spodnjih treh vrsticah so prikazani deleži cis-elementov, anotiranih za JA, 
biotski stres ter JA in biotski stres skupaj (slednje je v zadnji vrstici). 
 
 
NewPLACE 1004 1005 1006 598 327 512 513 595 608 605 955 981 573 981
cis-element Phu143 Ry3 De1 De15 Ry14 Phu137 De7 De13 De14 De20 Phu139 Ry1 De18 De2
-10PEHVPSBD 3 3 3 2 0 1 1 2 1 1 2 2 1 2
2SSEEDPROTBANAPA 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
-300CORE 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
-300ELEMENT 2 2 2 1 1 0 0 1 1 1 3 3 1 3
AMYBOX1 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1
AMYBOX2 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
ANAERO1CONSENSUS 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 3 2 1 2
ARFAT 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
ARR1AT 7 7 7 2 1 5 5 2 2 2 6 5 1 5
ATHB6COREAT 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1
BIHD1OS 4 4 4 3 2 2 2 3 3 3 5 5 3 5
BOXIINTPATPB 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
CAATBOX1 12 12 12 6 2 9 9 7 8 8 12 12 6 12
CACTFTPPCA1 21 21 21 14 7 9 9 13 14 14 23 23 14 22
CANBNNAPA 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
CARGCW8GAT 4 4 4 4 4 2 2 4 8 8 4 4 4 4
CATATGGMSAUR 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
CBFHV 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCA1ATLHCB1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
CCAATBOX1 2 2 2 2 1 3 3 2 2 2 3 3 2 3
CIACADIANLELHC 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1
CPBCSPOR 3 3 3 3 1 1 1 3 3 3 3 3 3 3
CURECORECR 6 6 6 4 2 2 2 4 4 4 10 10 6 10
DOFCOREZM 7 6 7 7 6 3 3 8 8 8 6 7 7 7
DPBFCOREDCDC3 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
DRE2COREZMRAB17 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
DRECRTCOREAT 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E2FCONSENSUS 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0
EBOXBNNAPA 4 4 4 2 4 0 0 2 2 2 4 6 6 6
EECCRCAH1 2 2 2 0 0 2 2 0 0 0 1 1 0 1
EMHVCHORD 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
ERELEE4 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2
GAREAT 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1
GATABOX 11 11 11 5 2 5 5 5 7 7 9 9 5 9
GT1CONSENSUS 3 3 3 3 0 3 3 3 4 4 3 3 3 3
GTGANTG10 4 4 4 1 1 2 2 1 1 1 4 4 1 4
HDZIP2ATATHB2 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
IBOXCORE 3 3 3 2 0 1 1 2 3 3 2 2 2 2
INRNTPSADB 6 6 6 3 1 3 3 3 2 2 7 7 3 7
LECPLEACS2 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1
LTRECOREATCOR15 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MARTBOX 3 4 4 1 0 4 5 0 0 0 3 3 1 3
MYB2AT 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1
MYB2CONSENSUSAT 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1
MYBCORE 2 2 2 0 0 1 1 0 0 0 2 2 0 2
MYBCOREATCYCB1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0
MYBGAHV 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1
MYBST1 4 4 4 3 0 2 2 3 4 4 4 4 3 4
MYCATERD1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
MYCATRD22 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
MYCCONSENSUSAT 4 4 4 2 4 0 0 2 2 2 4 6 6 6
NODCON2GM 2 2 2 2 1 0 0 2 2 2 2 2 2 2
NTBBF1ARROLB 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
OSE2ROOTNODULE 2 2 2 2 1 0 0 2 2 2 2 2 2 2
P1BS 2 2 2 2 0 0 0 0 0 2 2 2 2 2
POLASIG1 9 9 9 8 4 3 3 8 7 7 13 11 7 11
POLASIG2 5 5 5 2 1 0 0 1 1 1 3 3 1 3
POLASIG3 14 14 14 6 2 5 5 7 7 7 13 10 4 10
POLLEN1LELAT52 3 3 3 3 2 1 1 2 2 2 1 2 2 2
PREATPRODH 2 2 2 1 1 1 1 2 2 1 1 1 2 1
PRECONSCRHSP70A 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RAV1AAT 3 3 3 2 1 1 1 2 2 2 3 3 1 3
REBETALGLHCB21 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
RHERPATEXPA7 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ROOTMOTIFTAPOX1 15 15 15 11 6 5 5 9 10 10 13 12 9 12
S1FBOXSORPS1L21 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
SEBFCONSSTPR10A 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
SEF1MOTIF 2 2 2 2 0 0 0 1 1 1 2 2 2 2
SEF4MOTIFGM7S 7 7 7 4 2 3 3 2 2 2 8 8 3 8
SORLIP1AT 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
SREATMSD 2 2 2 2 0 1 1 2 3 3 2 2 2 2
SURECOREATSULTR11 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
TAAAGSTKST1 3 3 3 3 2 0 0 4 4 4 3 3 3 3
TATABOX2 4 4 4 1 1 4 4 1 1 1 2 2 1 2
TATABOX3 4 4 4 1 0 2 2 0 0 0 3 3 1 3
TATABOX4 2 2 2 1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1
TATABOX5 14 14 14 8 7 5 5 7 7 7 15 14 7 14
TATABOXOSPAL 5 5 5 4 3 1 1 4 4 4 5 4 3 4
TATAPVTRNALEU 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TATCCAOSAMY 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
TATCCAYMOTIFOSRAMY3D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
UP2ATMSD 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1
WBOXATNPR1 3 3 3 2 1 2 2 2 2 2 3 3 2 3
WBOXHVISO1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
WBOXNTERF3 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
WRKY71OS 5 5 5 4 3 2 2 4 4 4 6 6 4 6
WUSATAg 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
XYLAT 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
št. najdenih cis-elementov, 
anotiranih za JA
24 24 24 15 4 9 9 11 12 12 17 15 8 15
št. najdenih cis-elementov, 
anotiranih za biotski stres
29 29 29 17 10 14 14 18 20 20 28 29 18 29
št. vseh najdenih cis-elementov 262 262 263 165 96 109 110 154 167 169 251 251 164 250
delež cis-elementov, anotiranih za 
JA
0,092 0,092 0,091 0,091 0,042 0,083 0,082 0,071 0,072 0,071 0,068 0,060 0,049 0,060
delež cis-elementov, anotiranih za 
biotski stres
0,111 0,111 0,110 0,103 0,104 0,128 0,127 0,117 0,120 0,118 0,112 0,116 0,110 0,116
delež cis elementov, anotiranih za 
JA in/ali biotski stres
0,202 0,202 0,202 0,194 0,146 0,211 0,209 0,188 0,192 0,189 0,179 0,175 0,159 0,176






NewPLACE 1004 1005 1006 598 327 512 513 595 608 605 955 981 573 981
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-300CORE 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
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BIHD1OS 4 4 4 3 2 2 2 3 3 3 5 5 3 5
BOXIINTPATPB 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
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CACTFTPPCA1 21 21 21 14 7 9 9 13 14 14 23 23 14 22
CANBNNAPA 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
CARGCW8GAT 4 4 4 4 4 2 2 4 8 8 4 4 4 4
CATATGGMSAUR 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0
CBFHV 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CCA1ATLHCB1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
CCAATBOX1 2 2 2 2 1 3 3 2 2 2 3 3 2 3
CIACADIANLELHC 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1
CPBCSPOR 3 3 3 3 1 1 1 3 3 3 3 3 3 3
CURECORECR 6 6 6 4 2 2 2 4 4 4 10 10 6 10
DOFCOREZM 7 6 7 7 6 3 3 8 8 8 6 7 7 7
DPBFCOREDCDC3 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
DRE2COREZMRAB17 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
DRECRTCOREAT 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E2FCONSENSUS 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0
EBOXBNNAPA 4 4 4 2 4 0 0 2 2 2 4 6 6 6
EECCRCAH1 2 2 2 0 0 2 2 0 0 0 1 1 0 1
EMHVCHORD 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
ERELEE4 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2
GAREAT 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1
GATABOX 11 11 11 5 2 5 5 5 7 7 9 9 5 9
GT1CONSENSUS 3 3 3 3 0 3 3 3 4 4 3 3 3 3
GTGANTG10 4 4 4 1 1 2 2 1 1 1 4 4 1 4
HDZIP2ATATHB2 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
IBOXCORE 3 3 3 2 0 1 1 2 3 3 2 2 2 2
INRNTPSADB 6 6 6 3 1 3 3 3 2 2 7 7 3 7
LECPLEACS2 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1
LTRECOREATCOR15 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
MARTBOX 3 4 4 1 0 4 5 0 0 0 3 3 1 3
MYB2AT 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1
MYB2CONSENSUSAT 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1
MYBCORE 2 2 2 0 0 1 1 0 0 0 2 2 0 2
MYBCOREATCYCB1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0
MYBGAHV 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1 1 1
MYBST1 4 4 4 3 0 2 2 3 4 4 4 4 3 4
MYCATERD1 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
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PRECONSCRHSP70A 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
RAV1AAT 3 3 3 2 1 1 1 2 2 2 3 3 1 3
REBETALGLHCB21 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
RHERPATEXPA7 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
ROOTMOTIFTAPOX1 15 15 15 11 6 5 5 9 10 10 13 12 9 12
S1FBOXSORPS1L21 0 0 0 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
SEBFCONSSTPR10A 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
SEF1MOTIF 2 2 2 2 0 0 0 1 1 1 2 2 2 2
SEF4MOTIFGM7S 7 7 7 4 2 3 3 2 2 2 8 8 3 8
SORLIP1AT 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
SREATMSD 2 2 2 2 0 1 1 2 3 3 2 2 2 2
SURECOREATSULTR11 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
TAAAGSTKST1 3 3 3 3 2 0 0 4 4 4 3 3 3 3
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WBOXNTERF3 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
WRKY71OS 5 5 5 4 3 2 2 4 4 4 6 6 4 6
WUSATAg 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
XYLAT 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
št. najdenih cis-elementov, 
anotiranih za JA
24 24 24 15 4 9 9 11 12 12 17 15 8 15
št. najdenih cis-elementov, 
anotiranih za biotski stres
29 29 29 17 10 14 14 18 20 20 28 29 18 29
št. vseh najdenih cis-elementov 262 262 263 165 96 109 110 154 167 169 251 251 164 250
delež cis-elementov, anotiranih za 
JA
0,092 0,092 0,091 0,091 0,042 0,083 0,082 0,071 0,072 0,071 0,068 0,060 0,049 0,060
delež cis-elementov, anotiranih za 
biotski stres
0,111 0,111 0,110 0,103 0,104 0,128 0,127 0,117 0,120 0,118 0,112 0,116 0,110 0,116
delež cis elementov, anotiranih za 
JA in/ali biotski stres
0,202 0,202 0,202 0,194 0,146 0,211 0,209 0,188 0,192 0,189 0,179 0,175 0,159 0,176
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anotiranih za biotski stres
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delež cis-elementov, anotiranih za 
JA
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biotski stres
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V bazi TRANSFAC smo v promotorskih zaporedjih CPI8 skupaj našli 41 različnih TFBS 
(tabela 20), od katerih je za devet znano, da sodelujejo v biotskem odzivu (ob okužbi z 
virusom ali napadu žuželke), za sedem je znana povezava s signaliziranjem z jasmonsko 
kislino. Ob tem so TF, ki bi se lahko vezali na ta promotorska zaporedja, pogosto 
udeleženi v odzivu na povišano koncentracijo soli in pomanjkanje vode, nizke ali visoke 
temperature in različne svetlobne pogoje, dostopnost hranil (nitratov, fosfatov, enostavnih 
sladkorjev), hipoksijo in oksidativni stres. Poleg na JA so predvideni TF odzivni tudi na 
ABA (14), brasinosteroide (5), avksine (4), citokinine (3), SA (3), GA (3) in ET (2). 
Tabela 20: Anotirana vezavna mesta za transkripcijske faktorje v bazi TRANSFAC in njihovo število v 
identificiranih promotorskih zaporedjih CPI8. V prvi vrstici so navedene dolžine promotorskih zaporedij 
(število nukleotidov nad start kodonom), v drugi vrstici pa imena različic promotorja CPI8. V prvem stolpcu 
so imena vezavnih mest za transkripcijske faktorje (TFBS, večinoma poimenovana po transkripcijskem 
faktorju, ki se nanje veže); z rumeno so označeni tista, ki so anotirana za odzivnost povezano z JA, z zeleno 
pa tista, ki so anotirana za odzivnost v biotskem stresu. Večje število ponovitev določenega TFBS  je v tabeli 
poudarjeno z intenzivnejšo modro barvo. V spodnjem delu tabele se nahaja seštevek ponovitev TFBS, ki so 
anotirani za JA (rumena polja) in biotski stres (zelena polja), ter vseh predvidenih TFBS v danem 
promotorskem zaporedju. V spodnjih treh vrsticah so prikazani deleži TFBS, anotiranih za JA, biotski stres 
ter JA in biotski stres skupaj (slednje je v zadnji vrstici). 
 
TRANSFAC 1004 1005 1006 598 327 512 513 595 608 605 955 981 573 981
cis-element Phu143 Ry3 De1 De15 Ry14 Phu137 De7 De13 De14 De20 Phu139 Ry1 De18 De2
AT1G68550 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0
AT1G77200 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
AT3G25990 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1
AT4G27900 2 2 2 0 0 1 1 2 2 1 1 1 0 1
ATHB1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
ATHB-16 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
ATHB-6 2 2 2 1 0 3 3 1 1 1 3 3 1 3
ATHSFA1D 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
bHLH28 2 2 2 2 0 0 0 0 0 2 3 3 1 3
BPC1 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0 1 1 1
bZIP43 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
C1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1
CBF3 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CBNAC 1 1 1 0 0 1 0 0 0 0 1 1 0 1
DEL2 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 1 1
Dof 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0
DOF4.3 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0
DREB1B 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
EDT1 0 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1
GT-1 2 2 2 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1
HSFA2 2 2 2 1 1 2 2 1 1 1 3 3 1 3
HSFA4A 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1
MYB118 1 1 1 1 1 0 0 2 2 2 1 1 1 1
Myb-15 2 2 2 0 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2
MYB24 1 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0
MYB3R1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0
MYB3R4 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0
MYB3R5 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 0
NAC078 1 1 1 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1
PEND 1 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
POPTR 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1
SPL12 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1
SPL15 1 1 1 2 0 0 0 0 0 2 2 2 1 2
SPL3 1 1 1 2 0 0 0 0 0 2 2 2 1 2
SPL4 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1
SPL5 3 3 3 3 0 0 0 0 0 3 4 4 2 4
SPL8 1 1 1 1 1 0 0 1 0 0 1 1 0 1
SRS7 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1
TGA1a 1 1 1 1 1 0 0 1 1 1 1 1 2 1
TRP1 1 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1
WRKY18 1 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1
št. najdenih cis-elementov, 
anotiranih za JA
9 7 9 5 1 7 7 6 6 4 6 7 3 7
št. najdenih cis-elementov, 
anotiranih za biotski stres
14 14 14 9 3 6 5 7 7 11 14 15 8 15
št. vseh najdenih cis-
elementov
38 36 38 24 8 17 16 21 21 28 37 39 16 39
delež cis-elementov, 
anotiranih za JA
0,237 0,194 0,237 0,208 0,125 0,412 0,438 0,286 0,286 0,143 0,162 0,179 0,188 0,179
delež cis-elementov, 
anotiranih za biotski stres
0,368 0,389 0,368 0,375 0,375 0,353 0,313 0,333 0,333 0,393 0,378 0,385 0,500 0,385
delež cis elementov, 
anotiranih za JA in/ali biotski 
stres
0,605 0,583 0,605 0,583 0,500 0,765 0,750 0,619 0,619 0,536 0,541 0,564 0,688 0,564





Izmed predvidenih cis-elementov in TFBS so nas zanimali predvsem tisti, za katere so že 
pokazali, da sodelujejo v odzivu z JA (v tabelah 19 in 20, poravnanih zaporedjih pod 
njima na sliki 18 ter na slikah 55 in 56 v prilogi 8.1 so označeni z rumeno), pa tudi tisti, 
ki so pomembni pri odzivu na biotski stres (v tabelah 19 in 20, poravnanih zaporedjih pod 
njima na sliki 18 ter na slikah 55 in 56 v prilogi 8.1 označeni z zeleno). Da bi lažje izbrali 
najobetavnejše različice promotorja CPI8 za biosenzor signalizacije z JA, smo izračunali 
delež cis-elementov, ki sodelujejo v odzivu z JA ali/in v odzivu na biotski stres, napram 
vsem najdenim cis-elementom (tabeli 19 in 20).  
Na podlagi predvidenih TFBS v bazi NewPLACE velja, da ima največji delež anotiranih 
TFBS v povezavi z JA referenčno zaporedje Phu143 (in z njim CPI8.Ry3, ki smo ga 
pomnožili), sledita CPI8.De1 in CPI8.De15. Najmanjši delež imata CPI8.Ry14 in 
CPI8.De18 (tabela 19). Na podlagi rezultatov iz baze TRANSFAC pa imata največji 
delež JA-povezanih TFBS zaporedji CPI8.De7 in Phu137, najmanjši pa CPI8.Ry14 in 
CPI8.De20 (tabela 20).  
Največ TFBS, povezanih z biotskim stresom, smo v bazi NewPLACE našli pri Phu137 
in CPI8.De7, najmanj pa pri CPI8.Ry14 in CPI8.De15 (tabela 19). Medtem smo v bazi 
TRANSFAC največ TFBS, udeleženih v odzivu na biotski stres, našli v zaporedju 
CPI8.De18, najmanj pa pri CPI8.De7 (tabela 20). 
Skupni delež, torej seštevek deležev z anotacijami za signaliziranje z JA in odziv na 
biotski stres, je pri rezultatih iz NewPLACE največji pri Phu137 in CPI8.De7, najmanjši 
pa pri CPI8.Ry14 in CPI8.De18 (tabela 19). Skoraj enako drži za skupni delež pri 
rezultatih iz TRANSFAC, le da je CPI8.De18 med tistimi z največjim, ne najmanjšim 
deležem (tabela 20).  
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Na podlagi izvedene bioinformatske analize pomnoženih različic promotorskih regij 
CPI8 smo se odločili, da bomo z izboljšanim luciferaznim testom preverili inducibilnost 
z JA treh različic: De7, za katero smo pričakovali najvišje izražanje reporterja, Ry1, ki je 
najdaljše zaporedje in smo zanj predvideli nižje izražanje od De7, in Ry14, ki je najkrajše 
zaporedje in vsebuje najmanj JA-odzivnih cis-elementov, zato nas je zanimalo, če bo 
sploh prišlo do indukcije izražanja pod njegovo kontrolo. Poravnava izbranih različic 
CPI8 z označenimi predvidenimi vezavnimi mesti TF, pridobljenimi z obema orodjema, 
NewPLACE in TRANSFAC, je prikazana na sliki 19. Poravnava vseh, torej referenčnih 
in pomnoženih različic promotorske regije CPI8, je na slikah 55 in 56 v prilogi 8.1, 
rezultati obeh orodij so prikazani ločeno.  
 
 





Slika 19: Poravnava izbranih promotorskih zaporedij CPI8 z izrisanimi cis-elementi. Ry_col14, De_col7 
in Ry_col1 predstavljajo različice promotorskih zaporedij, ki smo jih izbrali za test z luciferazo.  
Cis-elementi oz. vezavna mesta za transkripcijske faktorje, kot so predvideni v bazi NewPLACE in 
TRANSFAC, so označena z rumeno (anotirana za JA) oz. z zeleno (anotirana za biotski stres), njihova 
imena so zapisana pod pripadajočim delom zaporedja. Nekateri cis-elementi oz. vezavna mesta se 
prekrivajo – prekrivajoča mesta so prikazana z drugim odtenkom ustrezne barve. Podčrtan del zaporedja 
pomeni, da se predviden cis-element nahaja na komplementarni verigi DNA. Za orientacijo je z rdečo barvo 




4.3 Optimizacija testov za preverjanje inducibilnih promotorjev, 
udeleženih v rastlinskem imunskem odzivu 
S preverjanjem aktivnosti izbranih nativnih promotorjev, ki so pomembni v imunskem 
odzivu krompirja, smo ugotovili, da je primerna metoda za preverjanje inducibilnosti teh 
in podobnih promotorjev test z luciferazo, ki se je izkazal za primernejšega od testa z 
beta-glukuronidazo. Ker bodo aktivnost promotorjev – biosenzorjev na NIB-u spremljali 
v stabilnih transformantah krompirja preko izražanja fluorescentnih proteinov, smo poleg 
testov z GUS in z LUC po prehodni transformaciji preverili še jakost fluorescence EGFP 
s konfokalno makroskopijo.  
4.3.1 Optimizacija kvalitativnega glukuronidaznega testa 
Kvalitativni glukuronidazni test, ki temelji na modrem obarvanju rastlinskega tkiva, v 
katerem izražamo reporterski protein GUS, smo želeli prilagoditi za testiranje nativnih 
inducibilnih promotorjev v sledečih korakih: najprej smo želeli določiti način vzorčenja 
listnega tkiva in uspešnost vnosa substrata X-Gluc s podtlakom, nato izbrati časovne 
točke vzorčenja po tretiranju s hormonom, zatem pa najboljši način za dokumentiranje 
obarvanega tkiva in možnost semikvantifikacije obarvanosti z analizo slik. Optimizacijo 
smo izvajali z reporterskim sistemom GUS v ekspresijskem plazmidu pKGWFS7,0, v 
katerem se nahaja kodirajoče zaporedje za fuzijo proteinov GUS-EGFP pod kontrolo 
nativnih inducibilnih promotorjev PR1b in Pti5. 1500 bp dolgo promotorsko zaporedje 
PR1b so na NIB-u predhodno pomnožili iz genoma krompirja sorte Rywal (izbrano 
različico promotorja so na NIB-u poimenovali PR1b Rywal 5.3) [91]. PR1 pogosto 
uporabljajo kot markerski gen za signalno pot SA [92], [93]. 1000 bp dolgo promotorsko 
zaporedje Pti5 so prav tako pomnožili iz genoma kultivarja Rywal (izbrano različico 
promotorja so na NIB-u poimenovali Pti5 Col9). Pti5 je transkripcijski faktor iz družine 
ERF, za katerega je znano, da posreduje pri povečanju izražanja proteinov PR1 in PR2 
ob tretiranju s SA [94].  
4.3.1.1 Optimizacija vzorčenja rastlin in vnosa substrata X-Gluc pri podtlaku 
Da bi ugotovili, kateri način vzorčenja je najprimernejši in ali podtlak olajša vnos 
substrata X-Gluc v rastlinsko tkivo, smo diske, izrezane iz agroinfiltriranih listov s 
konstruktom PR1b::GUS ali Pti5::GUS, dali v mikrotitrsko ploščo s 24 vdolbinicami 
(slika 20) ali pa smo četrtine teh listov dali v petrijevko (slika 21). Polovica vzorcev z 
vsakim od konstruktov je služila kot negativna kontrola, polovico pa smo tretirali z 




Slika 20: Preverjanje vpliva podtlaka na vnos substrata na listnih diskih. GUS smo izražali pod kontrolo 
promotorjev PR1b in Pti5, ki smo jih tretirali z 1-odstotnim etanolom (EtOH) (negativna kontrola) ali  
300 μM INA v 1-odstotnem etanolu (INA). Po vzorčenju smo četrtine listov potopili v raztopino s substratom 
X-Gluc in jih izpostavili različnim tlakom (atmosferski tlak (a), podtlak –20 inHg (b, c) ali –24 inHg (d)) 
za 30 sekund (b), 1 minuto (c) ali dokler tlak ni padel za 24 inHg (d). Substrat lahko prehaja v rastlinsko 
tkivo pri normalnem tlaku, podtlak na to ni vidno vplival. 
 
Slika 21: Preverjanje vpliva podtlaka na vnos substrata na četrtinah listov. GUS smo izražali pod kontrolo 
promotorjev PR1b in Pti5, ki smo jih tretirali z 1-odstotnim etanolom (EtOH) (negativna kontrola) ali  
300 μM INA v 1-odstotnem etanolu (INA). Po vzorčenju smo četrtine listov potopili v raztopino s substratom 
X-Gluc in jih izpostavili različnim tlakom (atmosferski tlak, podtlak –20 inHg ali –24 inHg) za 30 sekund, 
1 minuto ali dokler tlak ni padel za 24 inHg. Substrat lahko prehaja v rastlinsko tkivo pri normalnem tlaku, 
podtlak na to ni vidno vplival. 
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Po eno od treh mikrotitrskih plošč in par petrijevk smo zaprli v posodo za vakuumsko 
infiltracijo, ki smo jo priključili na vakuumsko črpalko. Nato smo jih izpostavili podtlaku: 
20 inHg za 30 sekund (sliki 20b in 21), 20 inHg za eno minuto (sliki 20c in 21) oz. dokler 
podtlak ni dosegel vrednosti 24 inHg (sliki 20d in 21). Ene od plošč in para petrijevk 
nismo izpostavili podtlaku (sliki 20a in 21).  
Na slikah 20 in 21 vidimo, da substrat X-Gluc lahko prehaja v rastlinsko tkivo tudi brez 
podtlaka. Ob tem ni videti, da bi podtlak pomembno vplival na njegovo prehajanje. V 
vseh primerih smo opazili, da je močno obarvana tudi negativna kontrola (EtOH), pri Pti5 
je bila kontrola celo močneje obarvana kot tretma z INA. Tega nismo pričakovali, zlasti 
ne pri konstruktu PR1b::GUS, saj v preteklih poskusih s konfokalno makroskopijo pri 
kontroli ni prišlo do izražanja YFP pod njegovo kontrolo [95]. To smo opazili tudi pri 
vzorčenju večje površine listov (slika 20), pri čemer smo predvidevali, da bosta stresni 
odziv in s tem povečano izražanje GUS ob listnem robu manj vplivala na povprečno 
obarvanost vzorca. Močneje obarvane robove vzorcev smo sicer opazili pri  PR1b, pri 
Pti5 pa ne. Za listne diske, ki niso obarvani (slika 20), predvidevamo, da niso bili 
agroinfiltrirani.  
V nadaljnjih eksperimentih smo vzorčili listne diske ter aplicirali podtlak –20 inHg za   
30 sekund.  
4.3.1.2 Preverjanje časovnih točk za vzorčenje 
V predhodnem poskusu smo pri negativni kontroli opazili močno obarvanje s produktom 
reakcije z GUS. Da bi se temu izognili, smo v tem primeru čas med tretiranjem in 
vzorčenjem zmanjšali s 24 ur na nekaj minut oz. ur. Da bi preverili, ali je že samo pršenje 
z etanolom povzročilo indukcijo izražanja GUS, smo uvedli še drugo negativno kontrolo, 
ki je nismo tretirali z ničimer. 
Vzorčili smo pri sledečih časih: negativna kontrola brez tretiranja (brez, t0) in takoj po 
tretiranju z etanolom (EtOH, t0) ter 3, 5, 10, 30, 60 in 120 minut po tretiranju z INA. Pri 
posamezni časovni točki po tretiranju (pršenju listov z raztopino INA) smo odvzeli štiri 
replikate z iste rastline. 
Na sliki 22 vidimo, da je do indukcije izražanja GUS prišlo že pri obeh negativnih 
kontrolah, po tretiranju pa nismo opazili povečanja izražanja. Pri PR1b je bilo izražanje 
enakomerno v vseh rastlinah (slika 22a), pri Pti5 pa se je razlikovalo predvsem med 
posameznimi rastlinami (slika 22b). Pri Pti5 smo pri dveh urah po tretiranju opazili, da je 
bilo obarvanje nekoliko močnejše, medtem ko je bilo pri eni uri po tretiranju šibkejše od 
predhodnih. To pripisujemo vplivu biološke variabilnosti. Tako kot v prejšnjem smo tudi 
v tem poskusu opazili, da je izražanje GUS pod kontrolo promotorja Pti5 manjše kot pod 




Slika 22: Preverjanje vpliva različnih časov vzorčenja na izražanje GUS pod kontrolo promotorjev PR1b 
(a) in Pti5 (b). Rastline smo vzorčili v štirih replikatih pri sledečih časih po tretiranju: negativni kontroli 
brez tretiranja pri času nič (brez, t0) in takoj po tretiranju z etanolom (EtOH, t0) ter tretmaje z INA  
3, 5, 10 in 30 minut ter 1 in 2 uri po tretiranju. Indukcijo smo opazili pri obeh negativnih kontrolah, po 
tretmajih nismo opazili dodatnega povečanja aktivacije promotorjev. 
4.3.1.3 Zajem in obdelava slik za semikvantifikacijo 
V prejšnjem poskusu nismo opazili vidnega povečanja izražanja GUS pri nobenem od 
promotorjev, pri Pti5 pa smo opazili nekoliko večjo variabilnost med posameznimi 
replikati. Še večjo variabilnost smo pri obeh promotorjih opazili že v enem poskusu prej. 
Zato smo želeli preveriti, ali lahko obarvanost listnih diskov kvantificiramo in tako 
ugotovimo, ali pride do značilnega povečanja indukcije pri tretiranju ali ne. Ker smo želeli 
najti ugodno razmerje med hitrostjo, enostavnostjo in občutljivostjo metode, smo posneli 
fotografije listnih diskov z različnimi kamerami ter fotografije analizirali v programu 
ImageJ.  
Za ta namen smo nadaljevali samo s promotorjem PR1b, skupine listnih diskov smo 
zmanjšali na tri (negativna kontrola in dve časovni točki po tretiranju z INA), število 
replikatov smo povečali na 24. Po poskusu smo cele mikrotitrske plošče fotografirali z 
digitalnim fotoaparatom pri naravni svetlobi (slika 23) in z napravo za dokumentiranje 
agaroznih gelov pri umetni beli svetlobi, UV-tansiluminatorjem UVP ChemStudio PLUS 
(slika 24). Slednji zajema samo črno-bele posnetke. Listne diske smo posamič posneli še 




Slika 23: Fotografije mikrotitrskih plošč, posnete z digitalnim fotoaparatom pri naravni svetlobi. Te slike 
služijo predvsem za predstavo, kako obarvanost vidimo s prostimi očmi, saj se je naravna svetloba med 
posameznimi posnetki nekoliko spremenila. Na sliki a) so listni diski, ki smo jih odvzeli deset minut po 
tretiranju z etanolom (negativna kontrola), na slikah b) in c) pa listni diski, ki smo jih odvzeli deset minut 
in dve uri po tretiranju z INA.  
 
Slika 24: Fotografiranje mikrotitrske plošče v napravi za fotografiranje agaroznih gelov, UV-
tansiluminatorju UVP ChemStudio PLUS (Analytik Jena) in analiza v programu ImageJ. a) Na belo svetleč 
zaslon smo prilepili masko, ki omogoča prehod bele svetlobe le na mestih, kjer se nahaja dno vdolbinic. 
Najprej smo posneli fotografijo prazne plošče z masko. b) Mikrotitrska plošča z vzorci na maski. c) Razlika 
med fotografijama a) in b) nam da negativ listnih diskov: izmerjena višja siva vrednost na sliki c) pomeni 
močnejšo obarvanost listnega diska. 
 
Slika 25: Primer fotografije listnega diska, posnete s kamero Dino-Lite. Robovi listnega diska so poravnani 
z spodnjim in levim robom fotografije, s čimer smo zagotovili enak položaj listnih diskov na vseh 
fotografijah, ki je potreben za natančnejšo semikvantifikacijo. 
Z aparatom za dokumentiranje agaroznih gelov smo posneli slike tako, da smo na zaslon, 
ki je oddajal belo svetlobo, namestili masko, da bi zakrili senco, ki nastane zaradi plošče. 
Masko smo naredili iz papirja tako, da smo na mestih, kjer je na plošči dno vdolbinice, 
izrezali tako velik krog, kot je veliko dno vdolbinice. Na zaslon smo jo pričvrstili z 
lepilnim trakom. Olajšala nam je tudi nameščanje plošč pred slikanjem (slika 24a). 
Zajete črno-bele slike smo obdelali v programu ImageJ: od slike z masko in prazno ploščo 
(slika 24a) smo odšteli sliko z masko in ploščo z vzorci (slika 24b). Z razliko slik smo se 
znebili neenakomerno obarvanega ozadja, ki je na obeh slikah ležalo točno na istem 
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mestu, na delih, ki so bili različni, torej na mestu listnih diskov, pa smo dobili negativ. 
Rezultat razlike med slikama je slika 24c. Listne diske smo nato označili kot ROI 
(območje zanimanja, ang. region of interest) in v programu izmerili njegovo površino, 
povprečno sivo vrednost, standarni odklon ter najmanjšo in največjo sivo vrednost. V 
programu Excel smo izrisali graf, ki podaja informacije o povprečni in največji sivi 
vrednosti listnih diskov (slika 26). 
 
Slika 26: Obarvanost listnega diska na fotografiji, posneti z napravo za fotografiranje agaroznih gelov. 
Prikazane so povprečne (stolpci) in maksimalne (točke) 16- bitne sive vrednosti ROI –  listnega diska in 
povprečja povprečnih sivih vrednosti (široki stolpci) listnih diskov iz skupin EtOH 10 min (negativna 
kontrola, ki smo jo vzorčili 10 minut po tretiranju), INA 10 min in INA 2 h (tretmaja z INA, ki smo ju vzorčili 
10 minut oz. 2 uri po tretiranju). Posamezen ROI je označen kot zaporedna številka rastline in lista, npr. 
1.1 za rastlino 1 in njen list 1. 
Graf na sliki 26 prikazuje povprečne (s stolpci) in največje (s točkami) sive vrednosti v 
izbranih ROI. Ob tem prikazuje še povprečje povprečnih sivih vrednosti v posamezni 
skupini listnih diskov (s širokimi stolpci). Višja siva vrednost na grafu predstavlja 
močnejšo obarvanost listnega diska. Povprečni in maksimalne vrednosti pri negativni 
kontroli (EtOH 10 min) in tretmaju INA 10 min sta zelo podobni, pri tretmaju INA 2 h 
pa so nekoliko manjše, česar nismo pričakovali. Rezultati, ki smo jih dobili s tem načinom 
kvantifikacije slik, se ujemajo s tem, kar smo opazili s prostim očesom: pri negativni 
kontroli in tretmaju INA 10 min je variabilnost večja, jakost obarvanosti pa primerljiva, 
medtem ko je pri tretmaju INA 2 h variabilnost med replikati manjša in obarvanost listnih 
diskov šibkejša. 
S kamero Dino-Lite smo pri umetni svetlobi posneli fotografije posameznih listnih 
diskov. S tem smo želeli preveriti, če bomo pri večji ločljivosti listnega diska dobili 
drugačen rezultat. Kamero smo namestili stacionarno, ploščo pod njo pa zamikali tako, 
da so se robovi posameznega listnega diska poravnali z robom slike v spodnjem desnem 
kotu, s čimer smo zagotovili enako izhodišče za obdelavo pri vseh slikah (primer na  
sliki 25).  
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Zajete slike smo uvozili v program ImageJ in jih vse obdelali na enak način. Iz programa 
smo izvozili tekstovne datoteke z matriko rdečih vrednosti ločljivostnih pik za posamezen 
ROI, s čimer smo želeli izkoristiti prednost tega načina, pri katerem imajo vsi ROI enako 
realno površino in enako ločljivost. Matrike smo uvozili v Excel in v njem izrisali graf 
razmerja med številom elementov, ki imajo nižjo rdečo vrednost (so temnejše), in 
povprečno rdečo vrednostjo za posamezne ROI. To razmerje predstavlja mero za 
obarvanost tkiva: pri močnejšem obarvanju tkiva je razmerje višje. Rezultati so 
predstavljeni na sliki 27 in kažejo, da takšen način obdelave podatkov poveča variabilnost 
med ROI, kar je predvsem posledica izbrane pražne vrednosti. Razmerja med 
povprečnimi vrednostmi za ROI iz določene skupine so sicer podobna kot pri 
enostavnejšem načinu, prikazanem na sliki 26. 
 
Slika 27: Obarvanost listnih diskov, ki smo jih posneli s kamero Dino-Lite. Graf prikazuje razmerje med 
številom ločljivostnih pik, ki imajo 8-bitno rdečo vrednost pod izbrano pražno vrednostjo (200), in 
povprečno 8-bitno rdečo vrednostjo listnega diska (ozki stolpci), kar je mera za obarvanost listnih diskov. 
Ob tem prikazuje tudi povprečje teh razmerij za skupine listnih diskov (široki stolpci). EtOH 10 min: 
negativna kontrola, ki smo jo vzorčili 10 minut po tretiranju; INA 10 min in INA 2 h: tretmaja z INA, ki 
smo ju vzorčili 10 minut oz. 2 uri po tretiranju. Posamezen ROI je označen kot zaporedna številka rastline 
in lista, npr. 1.1 za rastlino 1 in njen list 1. 
4.3.1.4 Primerjava reporterjev GUS in EGFP pod kontrolo promotorja PR1b 
Ker plazmid pKGWFS7,0 zapisuje za fuzijo proteinov GUS in EGFP, smo želeli poleg 
testa z GUS preveriti še, ali bi lahko inducibilnost promotorjev po prehodni transformaciji 
spremljali tudi s konfokalno makroskopijo. Ob tem smo želeli preveriti moč izražanja FP 
pod kontrolo nativnih inducibilnih promotorjev, saj bodo na NIB-u v nadaljnjem delu 
izbrane promotorje za biosenzorje sklopili z zapisom za FP in preko fluorescence 
spremljali njihovo aktivnost.  
Liste rastlin tobaka, ki smo jih prehodno transformirali z infiltracijo A. tumefaciens 
GV3101 s plazmidom pKGWFS7,0_Pti5 oz. pKGWFS7,0_PR1b in konstruktom p19 
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smo po štirih dneh tretirali, dan kasneje pa smo odvzeli vzorce za test z glukuronidazo in 
konfokalno makroskopijo.  
Pri testu z GUS smo opazili močno obarvanost ne glede na to, ali smo list tretirali ali ne 
(slika 28). Pri opazovanju pod konfokalnim makroskopom prav tako nismo opazili vidnih 
razlik v jakosti fluorescence med kontrolo in tretiranjem z INA (slika 29).  
 
Slika 28: Listni diski, ki smo jih barvali z GUS pod kontrolo promotorja Pti5 oz. PR1b. Premer listnih 
diskov je manjši od tistih, prikazanih na slikah 20–24, čemur pripisujemo jakost obarvanja. Test z GUS 
smo v tem primeru izvedli kot kontrolo za konfokalno makroskopijo. Kontrola: vzorci, odvzeti z netretiranih 
rastlin; INA: vzorci, odvzeti en dan po tretiranju rastlin z INA. 
 
Slika 29: Aktivnost promotorja PR1b, zaznana z reporterskim proteinom EGFP, po tretiranju z INA. 
Kontrola: vzorec, odvzet z rastline, ki je nismo tretirali; INA: vzorec, odvzet en dan po tretiranju rastline z 
INA. Prehodno transformirane liste tobaka s konstruktom pKGWFS7,0_PR1b in dodanim zaviralcem 
utišanja p19 smo opazovali z 20-kratnim objektivom. EGFP (levi sliki) in klorofil (desni sliki) smo vzbujali 
z laserjem z valovno dolžino 488 nm, njuno fluorescenco smo opazovali v zelenem (505–530 nm) in rdečem 
(690–750 nm) spektru. Sliko kontrole in tretmaja smo posneli z načinom Z-stack.   
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Testa z GUS nismo uspeli prilagoditi temu, da bi omogočal testiranje nativnih 
inducibilnih promotorjev, ki so vključeni v stresni odziv, saj smo v vseh poskusih opazili 
močno obarvanost s produktom encimske reakcije pri negativni kontroli, ki je tretma ni 
povečal. Tega nismo mogli pripisati zgolj enemu vzroku: samemu testu z GUS ali 
uporabljenima promotorjema. V nadaljevanju smo tako zamenjali oba. Test z GUS smo 
zamenjali s testom z LUC, ki smo ga optimizirali s preverjanjem aktivnosti promotorjev 
CPI8 in MC, pod kontrolo katerih smo predvideli manjše izražanje reporterskega proteina 
pri negativni kontroli, kar so pokazali rezultati drugih poskusov [36], [96]. 
4.3.2 Uspešna optimizacija luciferaznega testa 
Rezultati testa z GUS niso bili posebej obetavni, zato smo preizkusili test z LUC.  
4.3.2.1 Uspešna sklopitev promotorskih zaporedij s kodirajočim zaporedjem za 
luciferazo v plazmidu pGWB435 
Promotorska zaporedja CPI8 (glej poglavje 4.2) in MC (analiza in silico v doktorskem 
delu T. Lukan [96]) smo vnesli v plazmid pGWB435 pred kodirajoče zaporedje za 
luciferazo iz kresnice, in sicer z reakcijo LR iz plazmida pENTR/D-TOPO. Po 
transformaciji celic E. coli Top10 z reakcijsko mešanico LR smo uspešnost preverili s 
PCR na osnovi kolonije in agarozno elektroforezo. Slika 30 prikazuje agarozni gel po 
elektroforezi s produkti PCR na osnovi kolonije E. coli. Lise produktov so pri velikostih 
standarda, kot smo jih pričakovali; pričakovane dolžine pomnožkov so namreč: okoli 
1200 bp pri MC.R2L in CPI8.Ry1, 700 bp pri CPI8.De7 in 500 bp pri CPI8.Ry14. Izoliran 
plazmid smo z elektroporacijo vnesli v agrobakterije A. tumefaciens GV3101 in njeno 
uspešnost preverili na enak način. Slika 31 prikazuje produkte reakcije PCR na osnovi 
kolonije A. tumefaciens in potrjuje prisotnost vključkov v vseh izbranih kolonijah. 
 
Slika 30: Uspešnost priprave konstruktov sklopljenega promotorja in kodirajočega zaporedja za luciferazo. 
Slika prikazuje agarozni gel po elektroforezi produkta PCR na osnovi kolonije E. coli s konstruki 
pGWB435_CPI8 in pGWB43_MC. Velikosti lis potrjujejo prisotnost promotorjev MC.R2L, CPI8.Ry1, 
CPI8.Ry14 in CPI8.De7 pri vseh petih oz. šestih izbranih kolonijah, označenih s številkami. St: standardna 




Slika 31: Uspešnost vnosa plazmidov s sklopljenim promotorjem in kodirajočim zaporedjem za luciferazo 
v celice A. tumefaciens. Slika prikazuje agarozni gel po elektroforezi produkta PCR na osnovi kolonije A. 
tumefaciens s konstrukti pGWB435_CPI8. Produkt PCR potrjuje prisotnost promotorjev CPI8.Ry14, 
CPI8.Ry1 in CPI8.De7 v vseh štirih izbranih kolonijah, ki so označene s številkami. Pl: izoliran plazmid z 
vključkom, ki služi kot pozitivna kontrola v PCR na osnovi ene kolonije A. tumefaciens. St: standardna 
velikostna lestvica; ntc: kontrola brez matrice. 
4.3.2.2 JA v koncentraciji 25 μM je primerna za indukcijo izbranih nativnih promotorjev 
Za izhodiščni protokol smo izbrali protokol za prehodne transaktivacijske študije [90]. 
Reakcijo smo izvajali v mikrotitrskih ploščah s 96 vdolbinicami. Uporabili smo raztopino 
MS20 in končno koncentracijo D-luciferina 35 μM. Rastlin nismo tretirali pred 
vzorčenjem, pač pa smo listne diske položili na gladino raztopine MS20 z luciferinom in 
hormonom. 
Za promotorja CPI8 in MC vemo, da se odzivata na povečano koncentracijo JA [36], [96], 
zato smo najprej izbrali primerno koncentracijo JA za testiranje JA-odzivnih 
promotorjev. Iz literature smo izvedeli, da je JA v tkivih višjih rastlin prisotna v 
koncentracijah, nižjih od 10 μM; koncentracije, višje od 50 μM, pa sprožijo senescenco 
[97]. Tako smo v prvem poskusu preverili odzivnost promotorjev CPI8.Ry1 in MC.R2L 
pri končnih koncentracijah JA v raztopini MS20 z luciferinom 50 in 500 μM, v drugem 
pa 10 in 25 μM. Kot negativna kontrola je služila raztopina brez dodane JA, kot slepa 
kontrola pa diski listov, ki jih nismo infiltrirali, in povsem prazne vdolbinice. Vrednosti 
slepe kontrole med meritvijo smo prikazali na sliki 57 v prilogi. Na njem vidimo, da med 
izbirama slepe kontrole ni razlik v luminiscenci. V prihodnje smo za slepo kontrolo 
uporabili neinfiltrirane listne diske.  
Po 16-urni meritvi smo pri listnih diskih, tretiranih s 500 μM JA, opazili, da so postali 
rumeno-rjavi. Ob tem smo na slikah 32 in 33 ter na slikah 58 in 59 v prilogi opazili, da 
krivulja, ki ustreza tretiranju 500 μM JA, pade na vrednost nič že po pribl. treh urah 
inkubacije. Iz tega smo sklepali, da previsoka koncentracija JA verjetno povzroči 
odmiranje tkiva. Medtem nismo opazili razlik med negativno kontrolo in 50 μM JA (graf 




Slika 32: Aktivnost promotorja CPI8.Ry1 ob indukciji z JA v koncentracijah 50 in 500 μM v posamičnih 
listnih diskih (prvi poskus optimizacije). Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota 
RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod 
njegovo kontrolo. Meritev je trajala 17,5 ur, luminiscenco smo merili pri 24 kontrolnih in 24 tretiranih 
vzorcih, od tega smo jih 12 tretirali s 50, 12 pa s 500 μM JA – jasmonsko kislino. L1 je spodnji, starejši 
list, L2 pa prvi list nad njim, ki je nekoliko mlajši. 
 
Slika 33: Povprečne aktivnosti promotorja CPI8.Ry1 in standardni odkloni, ki veljajo za vrednosti, 
prikazane na sliki 32. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative 
luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. 
Meritev je trajala 17,5 ur, luminiscenco smo merili pri 24 kontrolnih in 24 tretiranih vzorcih, od tega smo 
jih 12 tretirali s 50, 12 pa s 500 μM JA – jasmonsko kislino. Za izračun povprečja smo uporabili vse meritve. 




Na grafih prvega poskusa smo posebej prikazali luminiscenco v dveh zaporednih listih, 
ki smo jih agroinfiltrirali. Želeli smo namreč ugotoviti, ali starost lista in endogena 
vsebnost JA, ki se v tkivu spreminja s časom, pomembno vpliva na aktivnost promotorja. 
Ker med starejšim, spodnjim, in mlajšim, zgornjim listom, nismo opazili pomembnih 
razlik (vidno na sliki 32 in sliki 58 v prilogi), v rezultatih nadaljnjih poskusov listov na 
grafih nismo posebej označili.  
V drugem poskusu smo še zmanjšali koncentracijo JA v raztopini na 10 in 25 μM. V 
zgodnjih časovnih točkah merjenja (v prvi uri po začetku meritve) smo opazili, da so 
vrednosti pri 25 μM JA višje od vrednosti pri 10 μM JA in negativni kontroli (sliki 34 in 
35 ter sliki 60 in 61 v prilogi). Na podlagi teh rezultatov smo se odločili, da bomo v 
nadaljnjih poskusih vzorce inducirali s 25 μM JA. 
 
Slika 34: Aktivnost promotorja CPI8.Ry1 ob indukciji z JA v koncentracijah 10 in 25 μM v posamičnih 
listnih diskih (drugi poskus optimizacije). Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota 
RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod 
njegovo kontrolo. Meritev je trajala 19 ur, luminiscenco smo merili pri 12 kontrolnih in 24 tretiranih 





Slika 35: Povprečne aktivnosti promotorja CPI8.Ry1 in standardni odkloni, ki veljajo za vrednosti, 
prikazane na sliki 34. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative 
luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. 
Meritev je trajala 19 ur, luminiscenco smo merili pri 12 kontrolnih in 24 tretiranih vzorcih, od tega smo 
jih 12 tretirali z 10, 12 pa s 25 μM JA – jasmonsko kislino. Za izračun povprečja smo uporabili vse meritve. 
V prvem poskusu nismo opazili razlik v izražanju v dveh zaporednih agroinfiltriranih 
listih, iz česar smo sklepali, da razlika v stanju tkiv obeh listov pred indukcijo ni dovolj 
velika, da bi jo lahko opazili, oz. je variabilnost znotraj enega lista tako velika, da ne 
opazimo značilne razlike med listi. Ob tem smo v obeh poskusih optimizacije opazili, da 
je signal s časom padel do bazalne vrednosti (slike 32–35 in slike 58–61 v prilogi). 
Predvidevali smo, da je to posledica pomanjkanja substrata in/ali močnega izražanja 
luciferaze. Opazili smo tudi (dve meritvi na sliki 34 in ena na sliki 60 v prilogi), da je za 
detekcijo luminiscence nujno, da listni disk lebdi na površini raztopine. Če potone, pride 
do hitre izgube luminiscence, ki smo jo sicer sčasoma opazili pri vseh meritvah. Sklepali 
smo, da je slednje posledica tega, da prozorne folije, s katero smo nepropustno prekrili 
vdolbinice mikrotitrske plošče, nismo preluknjali. Vzrok za izgubo luminiscence je 
najverjetneje onemogočena izmenjava plinov, zlasti kisika, ki ga rastline v temi ne morejo 
proizvajati, ga pa potrebujejo za dihanje, ob tem služi tudi kot substrat v luciferazni 
reakciji. Te hipoteze smo preverili v tretjem poskusu optimizacije testa z LUC. 
V naslednjem, tretjem poskusu z istima promotorjema smo listne diske odvzeli v parih: 
enega smo položili na gladino kontrolne raztopine, drugega, ki smo ga odvzeli takoj za 
prvim, pa na gladino raztopine s hormonom (slika 12 v podpoglavju 3.8.2). Pri 
naslednjem odvzetem paru smo vrstni red kontrola – tretma zamenjali. S tem načinom 
vzorčenja smo se želeli izogniti vplivu časovnega zamika med vzorčenjem kontrole in 
tretmaja ter zmanjšati vpliv različnega tkiva.  
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Da bi preprečili vpliv zmanjšanja koncentracije substrata na encimsko reakcijo luciferaze, 
smo koncentracijo luciferina podvojili, volumsko razmerje med agrobakterijami z 
destinacijskim plazmidom in p19 pa z 1:1 (iz prejšnjih dveh poskusov) zmanjšali na 5:1. 
Folijo, s katero smo pokrili mikrotitrsko ploščo, smo nad vsako vdolbinico dvakrat 
preluknjali, da bi omogočili izmenjavo plinov. 
Rezultati tretjega poskusa optimizacije so prikazani na slikah 36 in 37 in 8 ter  
slikah 62 in 63 v prilogi. V tem poskusu smo opazili, da vrednost luminiscence po skoraj 
24 urah meritve še zmeraj ni padla na bazalno vrednost, po desetih urah pa smo pri obeh 
promotorjih zaznali statistično značilno indukcijo ob tretiranju z JA. V primeru 
promotorja CPI8.Ry1 (slika 36) smo dve meritvi določili kot osamelca in ju nismo 
upoštevali pri izračunu povprečne aktivnosti promotorja (slika 37). Po koncu meritve smo 
za ta dva vzorca kontrole opazili, da sta se med meritvijo potopila v raztopino. 
Predvidevamo, da se je to zgodilo malo pred tem, ko je vrednost luminiscence pri njiju 
padla na bazalno vrednost (slika 36). 
 
Slika 36: Aktivnost promotorja CPI8.Ry1 ob indukciji z JA v koncentraciji 25 μM v posamičnih listnih 
diskih (tretji poskus optimizacije). Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU, 
ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod 
njegovo kontrolo. Meritev je trajala 23 ur z vmesno prekinitvijo za eno uro po 20 urah od pričetka. 
Luminiscenco smo merili pri 24 kontrolnih in 24 vzorcih, tretiranih s 25 μM JA – jasmonsko kislino. Dva 
kontrolna vzorca, za katera opazimo, da je vrednost luminiscence po polovici meritve padla na bazalno 
vrednost, sta se med meritvijo potopila. Njunih vrednosti luminiscence nismo upoštevali za izračun 




Slika 37: Povprečne aktivnosti promotorja CPI8.Ry1 in standardni odkloni, ki veljajo za vrednosti, 
prikazane na sliki 36. Na dnu grafa sta še oznaki pri tistih časovnih točkah, v katerih sta se kontrola in 
tretma značilno razlikovala, pri čemer dopuščamo 5-% negotovost. Aktivnost promotorja smo preverjali 
preko luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, 
katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 23 ur z vmesno prekinitvijo za eno uro 
po 20 urah od pričetka. Povprečno aktivnost promotorja smo določili na podlagi vrednosti luminiscence 
pri 22 kontrolnih in 24 vzorcih, tretiranih s 25 μM JA – jasmonsko kislino. Za izračun povprečja nismo 
uporabili dveh odstopajočih kontrolnih meritev (slika 36). 
4.3.2.3 Občutljivost luciferaznega testa je dovoljšnja, da uporaba p19 ni potrebna 
Poskus s promotorjema CPI8.Ry1 in MC.R2L smo izvedli še enkrat. Tokrat pri 
agroinfiltraciji nismo dodali agrobakterij, ki izražajo zaviralec utišanja tuje RNA p19.  
Listne diske smo ponovno odvzeli v parih, koncentracije luciferina pa nismo podvojili, 
saj smo ocenili, da je sta bili ključni spremembi v prejšnjem poskusu zmanjšanje količine 
p19 in možnost prehoda plinov do listnih diskov. S slik 38 in 39 ne moremo razbrati, da 
je pri promotorju CPI8.Ry1 prišlo do indukcije z JA, smo jo pa opazili pri MC.R2L (sliki 
64 in 65 v prilogi). Iz tega, četrtega poskusa optimizacije smo ugotovili, da p19 ni 




Slika 38: Aktivnost promotorja CPI8.Ry1 ob indukciji z JA v koncentraciji 25 μM v posamičnih listnih 
diskih (četrti poskus optimizacije). Meritev smo po 20 urah prekinili in jo nadaljevali pri manjši 
občutljivosti detektorja, saj je pri nekaterih listnih diskih prišlo do previsoke luminiscence, ki je ni bilo več 
mogoče kvantificirati. Končali smo jo po 26 urah od začetka. Za drugi del meritev veljajo vrednosti na 
sekundarni ordinatni osi. Luminiscenco smo merili pri 21 kontrolnih in 21 vzorcih, tretiranih s 25 μM JA 
– jasmonsko kislino. 
 
Slika 39: Povprečne aktivnosti promotorja CPI8.Ry1 in standardni odkloni, ki veljajo za vrednosti, 
prikazane na sliki 38. Na dnu grafa sta še oznaki pri tistih časovnih točkah, v katerih sta se kontrola in 
tretma značilno razlikovala, pri čemer dopuščamo 5-% negotovost. Za drugi del meritve po prekinitvi 
veljajo vrednosti na sekundarni ordinatni osi. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence 
(enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo 
izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 26 ur z vmesno prekinitvijo za eno uro po 20 urah od 
pričetka. Povprečno aktivnost promotorja smo določili na podlagi vrednosti luminiscence pri 21 kontrolnih 




V naslednjih poskusih pri agroinfiltraciji nismo uporabili agrobakterij s p19, liste smo 
vedno vzorčili paroma, uporabljali smo končni koncentraciji luciferina 35 μM in  
JA 25 μM. 
4.3.3 Različice promotorskih regij CPI8 izkazujejo različno inducibilnost z JA 
Z optimiziranim luciferaznim testom smo preverili različice promotorskih regij CPI8 
Ry1, Ry14 in De7. Hkrati smo testirali po dva promotorja in vse vzorce odvzeli v parih: 
od dveh sosednjih odvzetih listnih diskov smo enega uporabili kot negativno kontrolo, 
drugega pa tretirali z JA. Vsak promotor smo testirali najmanj dvakrat. Na naslednjih 
straneh (in v prilogi za ponovitve poskusov) so prikazani grafi, ki za vsak promotor 
prikazujejo:  
- graf aktivnosti: jakost luminiscence pri vseh listnih diskih, ki smo jih odvzeli (modra 
barva za kontrolo, rdeča barva za tretma z JA), v času. Posebej so označene meritve 
pri tistih listnih diskih, za katere smo ocenili, da odstopajo od drugih in jih nismo 
uporabili za izračun povprečne aktivnosti. 
- Graf povprečne aktivnosti: povprečno luminiscenco pri kontrolnih listnih diskih 
(modro) in povprečno luminiscenco pri tretiranih listnih diskih (rdeče) v času. Za 
izračun povprečja nismo uporabili tistih meritev, za katere smo ocenili, da občutno 
odstopajo. Na dnu grafov so označene tiste časovne točke (zeleno), pri katerih smo s 
Studentovim t-testom izračunali statistično značilno razliko v meritvah med 
kontrolnimi in tretiranimi listnimi diski, pri čemer smo dopustili največ 5-odstotno 
nezaupanje (P-vrednost je manjša od 0,05). Označene so tudi tiste časovne točke 
(vijolično), pri katerih smo z istim testom izračunali statistično značilno razliko med 
obema skupinama meritev, pri čemer smo upoštevali, kateri par meritev pripada 
vzorčenemu paru listnih diskov. Tudi v tem primeru so označene tiste časovne točke, 
pri katerih je vrednost P manjša od 0,05.  
- Graf indukcije: razmerje med drsečim povprečjem šestih zaporednih meritev (torej 
meritev znotraj ene ure) pri tretmaju z JA in med drsečim povprečjem šestih 
zaporednih meritev pri kontroli v času. Razmerje smo izračunali za vsak par listnih 
diskov (sivo), nato pa še povprečno razmerje slednjih s standardnim odklonom 
(oranžno) in razmerje med povprečnima luminiscencama tretiranih in kontrolnih 
listnih diskov (rdeče), ki sta prikazani na grafu povprečne aktivnosti.  
 
4.3.3.1 Inducibilnost promotorja CPI8.Ry1 
Pomnoženo promotorsko zaporedje CPI8.Ry1, dolgo 981 bp, je najbolj podobno 
referenčnemu Phu139. S tem promotorjem smo na začetku optimizirali test z luciferazo, 
v tem delu rezultatov pa navajamo rezultate dveh poskusov, ki smo jih izvedli zatem po 
optimiziranem protokolu.  
Slika 40 in slika 66 v prilogi (v prilogi so rezultati prvega poskusa) prikazujeta meritve 
aktivnosti promotorja CPI8.Ry1 ob indukciji z JA. V obeh poskusih smo opazili, da ena 
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od meritev pri tretmaju z JA odstopa od ostalih, zato smo ju izločili iz izračuna povprečne 
aktivnosti promotorja.  
 
Slika 40: Aktivnost promotorja CPI8.Ry1 ob indukciji z JA v drugem poskusu. Aktivnost promotorja smo 
preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije 
luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 24 ur, luminiscenco smo merili 
pri 21 kontrolnih in 21 vzorcih, ki smo jih tretirali s 25 μM JA – jasmonsko kislino. Ene od meritev pri 
tretmaju z JA, ki je označena kot osamelec, nismo upoštevali za izračun povprečne vrednosti (slika 41), saj 
smo ocenili, da vidno odstopa od ostalih v drugem delu poskusa. 
Tako v prvem kot v drugem poskusu smo opazili majhen zgodnji vrh luminiscence, v 
katerem pa je razlika med tretmajem in kontrolo že statistično značilna (slika 41 in  
slika 67 v prilogi). V času med prvim in drugim vrhom se aktivnosti promotorja v tretmaju 




Slika 41: Povprečna aktivnost promotorja CPI8.Ry1 ob indukciji z JA v drugem poskusu. Prikazana je 
povprečna vrednost luminiscence s standardnim odklonom in označenimi časovnimi točkami, v katerih se 
tretma in kontrola statistično značilno razlikujeta (P < 0,05). Aktivnost promotorja smo preverjali preko 
luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere 
zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 24 ur, luminiscenco smo merili pri 21 kontrolnih 
in 21 vzorcih, ki smo jih tretirali s 25 μM JA – jasmonsko kislino. Za izračun povprečja ene od meritev pri 
tretmaju z JA nismo uporabili, saj je vidno odstopala v drugi polovici poskusa, kot je razvidno na sliki 40. 
Povprečna indukcija v drugem poskusu (slika 42) ni dosegla dvakratne, niti če smo jo 
izračunali iz razmerij tretma:kontrola pri parih, medtem ko jo je v prvem presegla 
predvsem zaradi dveh parov, pri katerih je bila indukcija v drugem vrhu luminiscence več 




Slika 42: Indukcija promotorja CPI8.Ry1 z JA pri parih listnih diskov ter povprečna indukcija vseh parov 
in indukcija, izračunana kot razmerje med povprečjem tretmaja z JA in povprečjem kontrole pri časovni 
točki. Na grafu smo prikazali indukcijo pri vseh parih vzorcev tretma:kontrola in jih upoštevali pri izračunu 
povprečne indukcije pri parih. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. 
relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo 
kontrolo. Meritev je trajala 24 ur, luminiscenco smo merili pri 21 kontrolnih in 21 vzorcih, ki smo jih 
tretirali s 25 μM JA – jasmonsko kislino. 
4.3.3.2 Inducibilnost promotorja CPI8.De7 
Pomnoženo promotorsko zaporedje CPI8.De7 je dolgo 513 bp in je zelo podobno 
referenčnemu Phu137 (razlikujeta se le v dveh točkovnih mutacijah, tabela 18). Njegovo 
inducibilnost z JA smo preverjali v treh poskusih.  
Meritve za vse vzorce so prikazane na sliki 43 ter slikah 69 in 72 v prilogi (v prilogi so 
rezultati drugega in tretjega poskusa). Na slednjih dveh opazimo, da smo za nekatere 
meritve ocenili, da pomembno odstopajo od ostalih, zato smo jih izključili iz izračuna 




Slika 43: Aktivnost promotorja CPI8.De7 ob indukciji z JA v prvem poskusu. Aktivnost promotorja smo 
preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije 
luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 19 ur, luminiscenco smo merili 
pri 24 kontrolnih in 24 vzorcih, ki smo jih tretirali s 25 μM JA – jasmonsko kislino.  
Zlasti v drugem in tretjem poskusu je bila povprečna jakost luminiscence pri tretmaju 
zelo visoka: okrog 6000 (drugi poskus, slika 70 v prilogi) in 8000 (tretji poskus, slika 73 
v prilogi) RLU, v prvem pa 5600 RLU za poznejši vrh 17–22 h po vzorčenju (slika 44). 
Povprečna jakost luminiscence v zgodnjem vrhu (2–3 h po vzorčenju) v drugem in tretjem 
poskusu pa je dosegla 12000 RLU (v prvem le 2100 RLU). Pri vseh treh poskusih je bila 





Slika 44: Povprečna aktivnost promotorja CPI8.De7 ob indukciji z JA v prvem poskusu. Prikazana je 
povprečna vrednost luminiscence s standardnim odklonom in označenimi časovnimi točkami, v katerih se 
tretma in kontrola statistično značilno razlikujeta (P < 0,05). Za izračun povprečja smo uporabili meritve 
za vse listne diske, saj nobena ni močno odstopala, kot je razvidno na sliki 43. Aktivnost promotorja smo 
preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije 
luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 19 ur, luminiscenco smo merili 
pri 24 kontrolnih in 24 vzorcih, ki smo jih tretirali s 25 μM JA – jasmonsko kislino. 
V drugem poskusu je bila povprečna indukcija na intervalu s P < 0,05 najvišja izmed vseh 
poskusov s promotorji CPI8, in sicer 2,4-kratna, smo pa v tem poskusu opazili zelo velike 
razlike v indukciji pri posameznih parih. Medtem ko je pri določenih prišlo do rahle 
supresije, je pri nekaterih parih prišlo kar do 10- in večkratne indukcije po 30 urah 
merjenja (slika 71 v prilogi). V ostalih dveh poskusih, ko smo uporabili enako stare 




Slika 45: Indukcija promotorja CPI8.De7 z JA pri parih listnih diskov ter povprečna indukcija vseh parov 
in indukcija, izračunana kot razmerje med povprečjem tretmaja z JA in povprečjem kontrole pri časovni 
točki. Na grafu smo prikazali indukcijo pri vseh parih vzorcev tretma:kontrola in jih upoštevali pri izračunu 
povprečne indukcije pri parih. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU,  
ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod 
njegovo kontrolo. Meritev je trajala 19 ur, luminiscenco smo merili pri 24 kontrolnih in 24 vzorcih, ki smo 
jih tretirali s 25 μM JA – jasmonsko kislino. 
4.3.3.3 Inducibilnost promotorja CPI8.Ry14 
Pomnoženo promotorsko zaporedje CPI8.Ry14 je najkrajše in meri 327 bp. Je zelo 
podobno promotorskemu zaporedju CPI8.Ry1 (v poravnanem delu se med seboj 
razlikujeta v 17 nt; tabela 18), a vsebuje daljšo delecijo. V bazi TRANSFAC smo odkrili 
le en predviden TFBS, za katerega je znano, da sodeluje v signalizaciji z JA.  
Rezultati testa z LUC so razkrili, da je zaporedje dovolj dolgo, da pride do indukcije z JA 
(slika 46 in slika 75 v prilogi), je pa jakost luminiscence relativno majhna v primerjavi z 
ostalimi različicami (sliki 40 in 43 ter slike 66, 69 in 72 v prilogi); povprečji meritev za 
tretma sta 1500 v prvem (slika 46) in 1200 v drugem poskusu (slika 76 v prilogi). Tudi 
povprečna indukcija je manjša kot pri ostalih dveh: v času do 20 ur po vzorčenju tretma 
ne doseže dvakratne vrednosti kontrole, je pa indukcija statistično značilna za skoraj 
celotno trajanje meritve (tako v prvem poskusu, ki je prikazan na sliki 48, kot v drugem, 
ki je prikazan na sliki 77 v prilogi). Poleg tega je prišlo tudi do zgodnjega porasta 
luminiscence tako pri kontroli kot pri tretmaju, in sicer 2–3 ure po vzorčenju. Pri obeh 
poskusih je imel zgodnji porast višjo jakost luminiscence kot poznejši, ki se je pojavil 
18–20 ur po vzorčenju. V obeh poskusih s promotorjem CPI8.Ry14 so bile vrednosti 
luminiscence med posameznimi vzorci zelo podobne, nobene meritve nismo določili kot 




Slika 46: Aktivnost promotorja CPI8.Ry14 ob indukciji z JA v prvem poskusu. Aktivnost promotorja smo 
preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije 
luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 48 ur, luminiscenco smo merili 
pri 24 kontrolnih in 24 vzorcih, ki smo jih tretirali s 25 μM JA – jasmonsko kislino. 
 
Slika 47: Povprečna aktivnost promotorja CPI8.Ry14 ob indukciji z JA v prvem poskusu. Prikazana je 
povprečna vrednost luminiscence s standardnim odklonom in označenimi časovnimi točkami, v katerih se 
tretma in kontrola statistično značilno razlikujeta (P < 0,05). Za izračun povprečja smo uporabili meritve 
za vse listne diske, saj nobena ni vidno odstopala, kot je razvidno na sliki 46. Aktivnost promotorja smo 
preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije 
luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 48 ur, luminiscenco smo merili 





Slika 48: Indukcija promotorja CPI8.Ry14 z JA pri parih listnih diskov ter povprečna indukcija vseh parov 
in indukcija, izračunana kot razmerje med povprečjem tretmaja z JA in povprečjem kontrole pri časovni 
točki. Na grafu smo prikazali indukcijo pri vseh parih vzorcev tretma:kontrola in jih upoštevali pri izračunu 
povprečne indukcije pri parih. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU,  
ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod 
njegovo kontrolo. Meritev je trajala 48 ur, luminiscenco smo merili pri 24 kontrolnih in 24 vzorcih, ki smo 
jih tretirali s 25 μM JA – jasmonsko kislino. 
Pomnoženo promotorsko zaporedje CPI8.De7, ki smo ga uporabili v testu z LUC, je 
dolgo 513 bp in najbolj podobno referenčnemu zaporedju Phu137, CPI8.Ry1 je dolgo  
981 bp in je najbolj podobno referenčnemu zaporedju Phu139, CPI8.Ry14 vsebuje daljšo 
delecijo, njegova dolžina meri 327 bp. Promotorski zaporedji CPI8.Ry1 in CPI8.De7 smo 
pridobili iz gDNA pri pomnoževanju s smernim začetnim oligonukleotidom 
pCPI8_143_long_Forward, CPI8.Ry14 pa s smernim začetnim oligonukleotidom 
pCPI8_143_sh_Forward. Glede na absolutno jakost luminiscence (jakost promotorja) 
lahko te promotorje razdelimo tako: najvišjo izkazuje promotor CPI8.De7 (12400 in 
6000, 11200 in 8000, 2000 in 5500), sledi CPI8.Ry1 (5500 in 1600, 4500 in 1900), 
najšibkejši pa je najkrajši, CPI8.Ry14 (2200 in 1500, 1900 in 1100) (v oklepajih so 
navedene zaokrožene maksimalne vrednosti povprečne luminiscence v obeh vrhovih pri 
tretiranih vzorcih, ki smo jih izmerili v dveh oz. treh poskusih). V vseh poskusih razen 
pri drugem s CPI8.De7 je bila jakost luminiscence v prvem vrhu višja kot v drugem.  
Povprečne absolutne vrednosti so bile pri vseh treh testiranih promotorjih v prvem vrhu, 
dve uri po začetku meritve, primerljive (velja za oba poskusa s CPI8.Ry1 in CPI8.Ry14 
ter prvi poskus s CPI8.De7; v drugem in tretjem poskusu je bil prvi vrh pri CPI8.De7 
veliko izrazitejši). Drugi vrh pri induciranih vzorcih s CPI8.Ry1 je bil višji od prvega v 
obeh poskusih, pri CPI8.Ry14 pa obakrat nižji od prvega vrha. Pri CPI8.De7 je bil v 
prvem poskusu drugi vrh višji od prvega, v obeh ponovitvah poskusa pa nižji. V vseh 
poskusih pri vseh treh izbranih promotorjih sta se oba vrhova luminiscence pojavila tako 
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pri kontroli kot pri tretmaju z JA, vendar je bila razlika med njima statistično značilna; 
indukcijo smo opazili pri vseh treh promotorjih .  
Na grafu povprečne aktivnosti promotorja smo označili tudi časovne točke, v katerih je 
P-vrednost Studentovega t-testa za neodvisne vzorce in za pare vzorcev manjša od 0,05 
– to razliko smo določili kot statistično značilno.  Pri poskusih s promotorjema CPI8.Ry14 
in CPI8.De7, ki sta bistveno krajša od CPI8.Ry1, je bila razlika med luminiscenco 
induciranih in neinduciranih vzorcev ves čas poskusa statistično značilna, pri čemer je 
bila povprečna indukcija v teh poskusih med 1,5 in 2,4 (povprečna indukcija pri parih pa 
med 1,6 in 4,2).  
Na grafih indukcije smo opazili, da v prvem vrhu luminiscence, ki je prikazan na grafih 
povprečne aktivnosti promotorja, pride tudi do vrha indukcije. Po tem je indukcija padla 
in nato zopet narasla; vrh je dosegla ob času, ko smo opazili tudi vrh na grafu povprečne 
aktivnosti. Po nastopu drugega vrha je indukcija večinoma rahlo padla in se nato ustalila. 
Le v enem od poskusov pri izbranih promotorjih je povprečna indukcija po drugem vrhu 
občutno padala in po 24 urah dosegla vrednost 1,4 (tretji poskus s promotorjem 
CPI8.De7, slika 74 v prilogi). 
Tretji poskus s promotorjem CPI8.De7 (slike 72–74 v prilogi) smo za razliko od vseh 
ostalih poskusov začeli zjutraj, ne popoldne (to je čas, ko smo rastline vzorčili in začeli s 
tretiranjem), da bi preverili, ali sta vrhova povezana s cirkadianim ritmom rastlin. 
Rezultati se niso bistveno razlikovali od ostalih, vrhova sta se pojavila ob primerljivem 
času z ostalimi poskusi, zato smo vpliv absolutnega časa na meritev aktivnosti promotorja 
CPI8 zanemarili. 
4.3.3.4 Primerjava reporterjev GUS in EGFP pod kontrolo promotorja CPI8.De7 
Pomnoženo promotorsko regijo CPI8.De7 smo po preverjanju z luciferaznim testom 
vnesli v destinacijski plazmid pKGWFS7,0. Na sliki 49 (levo), ki prikazuje pomnožke v 
PCR na osnovi kolonije E. coli, vidimo, da smo ligacijo potrdili pri vseh štirih izbranih 
kolonijah. Plazmid smo nato izolirali iz kolonij 1 in 3 ter z vsakim elektroporirali A. 
tumefaciens GV3101. Na sliki 49 (desno) lahko vidimo, da smo vključek potrdili pri petih 
od sedmih izbranih kolonij A. tumefaciens. Za agroinfiltracijo smo izbrali kolonijo 3 




Slika 49: Slika agaroznega gela po elektroforezi produkta PCR na osnovi kolonije E. coli (levo) in A. 
tumefaciens (desno) s konstruktom pKGWFS7,0_CPI8.De7. V vseh štirih kolonijah E. coli in v petih od 
sedmih kolonij A. tumefaciens smo potrdili prisotnost vključka. Kolonije so označene s številkami.  
St: standardna velikostna lestvica; ntc: kontrola brez matrice. 
Pri agroinfiltraciji tobaka s konstruktoma pKGWFS7,0_CPI8.De7 oz. pXK2FS7 (slednji 
omogoča izražanje EGFP pod kontrolo močnega konstitutivnega promotorja 35 S iz 
mozaičnega virusa cvetače, CaMV) zaviralca utišanja p19 nismo dodali. Pred tretiranjem 
smo odvzeli vzorce pri času nič (t0) za test z GUS in konfokalno makroskopijo. Tri ure in 
en dan po tretiranju z 10 μl MeJA v 50-litrskih neprodušnih posodah iz pleksi stekla smo 
ponovno odvzeli vzorce s tistih listov, ki jih še nismo vzorčili in torej niso bili 
poškodovani. 
Tako kot v prejšnjih poskusih z glukuronidazo s promotorjema PR1b in Pti5 tudi v 
poskusu s promotorjem CPI8.De7 nismo videli močnejšega obarvanja vzorcev po 
tretiranju z MeJA, hlapnim analogom JA (slika 50). Ob tem je bila negativna kontrola 
ponovno zelo močno obarvana. Listni diski, ki so zapis za GUS izražali pod kontrolo 
CPI8.De7, so bili obarvani primerljivo močno kot tisti, ki so zapis za GUS izražali pod 
kontrolo p35S.  
 
Slika 50: Obarvanost listnih diskov po barvanju z GUS in spiranju z absolutnim etanolom. V primeru p35S 
smo z enega lista iste rastline vzeli po tri listne diske za časovno točko, v primeru inducibilnih promotorjev 
CPI8 pa smo za vsako časovno točko vzeli po dva oz. tri listne diske z enega lista treh rastlin. Negativna 
kontrola, t0: listni diski, ki smo jih odvzeli pred tretiranjem, torej ob času nič, MeJA: listni diski, ki smo jih 
odvzeli po tretiranju rastlin z metil jasmonatom, hlapnim derivatom jasmonske kisline, 3 ure in 27 ur po 
začetku tretiranja. Močan konstitutivni promotor 35 S je služil kot pozitivna kontrola izražanja GUS. 
Nasprotno pa smo pri opazovanju izražanja reporterskega proteina pod kontrolo obeh 
promotorjev pod konfokalnim makroskopom opazili veliko razliko v fluorescenci med 
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obema promotorjema (slika 51). Pri CPI8.De7 smo lahko po treh in 27 urah po tretiranju 
opazili tudi indukcijo izražanja. 
 
Slika 51: Spremljanje aktivnosti CPI8.De7 preko fluorescence EGFP pred in po tretiranju z MeJA in 
aktivnosti p35S. MeJA je metil jasmonat, hlapni derivat jasmonske kisline. Fluorescenco smo opazovali 
pred tretiranjem (negativna kontrola, t0)ter 3 in 27 ur po tretiranju z MeJA. Slike s fluorescenco EGFP 
(levo) in klorofila (desno) smo posneli z načinom Z-stack pod povečavo 20-kratnega objektiva. EGFP smo 
vzbujali z laserjem 488 nm, fluorescenco smo zajemali v valovnem območju med 508 in 533 nm. Smart gain 
smo nastavili na 900, jakost laserja je bila 90-%. Klorofil smo vzbujali z istim laserjem z isto intenziteto, 
fluorescenco smo zajemali v območju med 690 in 750 nm, vrednost smart gain smo nastavili na 900. 
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Poskus smo za promotor CPI8.De7 ponovili, da bi preverili, ali lahko kvantificiramo 
fluorescenco in s tem aktivnost promotorja, kar želimo doseči tudi pri biosenzorju po 
stabilni transformaciji krompirja. V prejšnjem poskusu fluorescence nismo mogli 
kvantificirati, ker je bila prešibka in nismo razločili posameznih celic. V tem poskusu 
smo zato pri agroinfiltraciji dodali zaviralec utišanja p19. Tako kot pri testu z LUC smo 
listne diske odvzeli v parih in jih tretirali v mikrotitrski plošči s 24 vdolbinicami v 0,5 ml 
raztopine MS20, ki smo ji dodali JA v končni koncentraciji 25 μM (medtem ko v kontrolo 
nismo dodali JA). Vdolbinice smo pokrili s parafilmom, da ne bi prišlo do izhlapevanja, 
ploščo pa smo dali v rastno komoro, v kateri so rasle rastline tobaka, ki smo jih vzorčili. 
Ker smo pri testu z LUC opazili vrh po 17–19 urah od začetka meritve, smo po 17 urah 
začeli spremljati fluorescenco EGFP. 
Na sliki 52 vidimo rahlo indukcijo promotorja CPI8.De7 17 ur po začetku tretiranja z JA 
napram negativni kontroli, ki je nismo tretirali.   
 
Slika 52: Spremljanje aktivnosti CPI8.De7 preko fluorescence EGFP 17 ur po začetku tretiranja z JA. Pri 
agroinfiltraciji smo dodali zaviralec utišanja p19. Negativna kontrola, 17 h: aktivnost CPI8.De7 v listnih 
diskih, ki jih nismo tretirali z JA, 17 ur po vzorčenju,; 25 μM JA, 17 h: aktivnost CPI8.De7 v listnih diskih, 
ki jih nismo tretirali z JA, 17 ur po vzorčenju in začetku tretiranja. Slike s fluorescenco EGFP (levo) in 
klorofila (desno) smo posneli z načinom Z-stack pod povečavo 20-kratnega objektiva. EGFP smo vzbujali 
z laserjem 488 nm, fluorescenco smo zajemali v valovnem območju med 508 in 533 nm. Smart gain smo 
nastavili na 7800, jakost laserja je bila 40-%. Klorofil smo vzbujali z istim laserjem z intenziteto 90 %, 
fluorescenco smo zajemali v območju med 690 in 750 nm, vrednost smart gain smo nastavili na 700. 
Slike, ki smo jih posneli s kamero konfokalnega makroskopa, smo zajemali pri 
intenzitetah laserja 25 in 30 % ter vrednostih smart gain 750, 760 in 780. Tkivo smo 
opazovali z 20-kratnim objektivom, pred zajemanjem slik pa smo ga povečali še za  
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1,6-krat, s čimer smo fokusirali eno celico povrhnjice. Slike smo zajemali z načinom z-
stack, in sicer tako, da smo v globini 20–40 μm posneli slike na petih enakomerno 
razporejenih ravninah. 
V programu ImageJ smo vsako rastlinsko celico ročno izbrali kot ROI (slika 53) ter 
izmerili njeno površino, povprečno in maksimalno sivo vrednost ločljivostnih pik ter 
standardni odklon sive vrednosti. Rezultati kvantifikacije so prikazani na grafu na sliki 
54. Z grafa lahko razberemo, da so bile povprečne in maksimalne sive vrednosti v ROI 
pri tretmaju večinoma višje kot pri negativni kontroli.   
 
Slika 53: Primer izbiranja celice kot ROI v programu ImageJ. 
 
Slika 54: Povprečne in maksimalne sive vrednosti ločljivostnih pik v ROI, ki predstavlja eno celico, kot 
mera za aktivnost promotorja CPI8.De7 ob indukciji z JA. S stolpci so prikazane maksimalne sive vrednosti 
ROI v kanalu zajemanja fluorescence EGFP, s točkami pa povprečne sive vrednosti ROI v tem kanalu. 
Kontrola: listni disk, ki smo ga vzorčili, a ga nismo tretirali, in po 17 ur opazovali aktivnost promotorja. 
Tretma s 25 μM JA: listni disk, ki smo ga vzorčili in nato 17 ur tretirali, nato pa opazovali aktivnost 




5.1 Primerjava metod za preverjanje aktivnosti promotorjev, 
udeleženih v stresnem odzivu 
S preverjanjem aktivnosti izbranih rastlinskih promotorjev, ki so udeleženi v odzivu na 
biotski stres, smo želeli ugotoviti, katera metoda je najprimernejša za hitro, ponovljivo in 
zanesljivo testiranje nativnih inducibilnih promotorjev po prehodni transformaciji tobaka 
N. benthamiana, z namenom, da bi pri testiranju odkrili dobre kandidate za biosenzorje 
imunskega signaliziranja pri krompirju.  
Aktivnost promotorjev PR1b, Pti5, MC in CPI8 smo preverjali s kvalitativnim 
glukuronidaznim in kvantitativnim luciferaznim testom ter konfokalno makroskopijo. 
Kot najprimernejša metoda za naš namen se je izkazal kvantitativni luciferazni test.  
Ni nenavadno, da je ta test eden bolj priljubljenih, saj v primerjavi z ostalima metodama 
prednjači v enostavni pripravi velikega števila vzorcev in s tem bioloških ponovitev, pri 
katerih lahko luminiscenco merimo hkrati in biološko dogajanje spremljamo z 
minimalnim časovnim zamikom, ki je odvisen od hitrosti vzorčenja (za mikrotitrsko 
ploščo s 96 vdolbinicami porabimo pol ure) – test z LUC smo izvajali po prirejenem opisu 
avtoric Lasierra in Prat [90]. Za test z LUC smo vzorčili listne diske s premerom 6 mm. 
Vzorce te velikosti navadno uporabimo tudi pri spremljanju fluorescence s konfokalno 
makroskopijo, za test z GUS pa so premajhni: v nekaterih primerih se je rob listnega diska 
zaradi difuzije obarvanega produkta v raztopino povsem razbarval, v nekaterih primerih 
pa je bil ravno rob izrazitejše obarvan, verjetno zaradi indukcije promotorja v celicah 
blizu roba listnega diska, v katerem je listno tkivo poškodovano (oba primera sta vidna 
na sliki 21), kar je vidno tudi v rezultatih poskusov testa z GUS po istem protokolu v 
magistrskem delu K. Fric [91]. Velikost vzorcev je omejena s premerom vdolbinic 
mikrotitrske plošče. 
Ker je vzorčenje za luciferazni test hitro in enostavno, lahko z vzorci rokujemo 
enakomerno, odvzemamo jih pri istem absolutnem času in s tem lažje zagotovimo enake 
pogoje za kontrolo in tretma, česar predvsem pri konfokalni makroskopiji ne moremo – 
spremljamo lahko le ali kontrolo ali tretiran vzorec oz. tkivo pred in po tretiranju. Za 
glukuronidazni test velja enako kot za luciferaznega, le da moramo odvzeti večje vzorce, 
za to pa potrebujemo več biološkega materiala. Večji listni diski prinašajo tudi prednost: 
pri njih zaradi manjšega razmerja med obsegom in površino pričakujemo manjši vpliv 
poškodb na robu diska in bolj izpovprečen, enakomeren signal zaradi večjega števila celic 
v isti skupini vzorcev ter manjše razlike pri primerjavi parov tretma-kontrola. Navedene 
prednosti se izkažejo predvsem takrat, ko je po agroinfiltraciji listno tkivo enakomerno 
okrevalo.  
Pri testu z LUC je vnos induktorja enostaven: dodamo ga v raztopino z luciferinom. Na 
ta način zagotovimo, da je količina induktorja enaka in zadostna v vseh tretmajih, 
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aplikacija induktorja sama po sebi pa ne predstavlja dodatnega mehanskega stresa, kot sta 
npr. škropljenje listov ali inkubacija v neprodušnih posodah iz pleksi stekla, v katerih 
pride do povečanja zračne vlage in kondenzacije (tudi na površini rastlinskega tkiva), ko 
posodo odpremo, pa rastlinam povzročimo dodaten stres zaradi nenadnega padca zračne 
vlage, zaradi česar uvenejo (poskus v podpoglavju 4.3.3.4). Induktor bi lahko dodali tudi 
po začetku meritve. Ker bi nam dodajanje induktorja vzelo manj časa (nekateri 
luminometri omogočajo celo avtomatizirano dodajanje) kot vzorčenje in pravilno 
polaganje listnih diskov na gladino raztopine z induktorjem, bi skrajšali časovna zamika 
med prvim in zadnjim odvzetim vzorcem ter med začetkom tretiranja in začetkom 
meritve.  
Prednost pri testu z luciferazo predstavlja tudi sestava raztopine, na gladino katere 
položimo listni disk. Gre namreč za tekoče gojišče Murashige-Skoog (MS), ki vsebuje 
osnovne mikro- in makroelemente ter vitamine, ki jih rastline potrebujejo za rast. MS z 
dodano saharozo in optimalnim pH za rastline verjetno zmanjša stres in poveča preživetje 
rastlinskega tkiva po vzorčenju in merjenju pri daljših časih. V primeru testa z GUS 
raztopina ne temelji na gojišču MS, temveč fosfatnem pufru s pH, ki je prilagojen encimu 
GUS, ne rastlinskim celicam. Encimu GUS je prilagojena tudi temperatura, pri kateri 
inkubiramo vzorce med encimsko reakcijo, in sicer 37 °C. Pri tej temperaturi rastline 
doživijo vročinski stres [98]. Pri testu z GUS smo pri vseh poskusih s promotorji PR1b, 
Pti5 in CPI8 opazili močno obarvanost listnih diskov tudi pri negativni kontroli (slike 
20–23, 28 in 50), kar bi lahko pričalo o tem, da je že visoka temperatura (posredno) 
delovala kot induktor promotorjev. Jakosti obarvanega tkiva med kontrolo in tretmajem 
praktično nismo mogli razločiti, niti pri kvantifikaciji posnetih slik (sliki 26 in 27). Možno 
je tudi, da je prišlo do prenasičenosti s produktom reakcije zaradi predolge inkubacije pri 
37 °C brez predhodne fiksacije tkiva. Stopnjo obarvanosti, pri kateri je prišlo do 
prenasičenosti, lahko vidimo na sliki 50, kjer je obarvanost pod kontrolo p35S in 
CPI8.De7 primerljiva, čeprav smo v istem poskusu pri preverjanju fluorescence 
pričakovano opazili veliko razliko med aktivnostima teh dveh promotorjev. Indukcijo 
izražanja GUS pod kontrolo promotorjev PR1b in Pti5 pri negativni kontroli so opazili 
tudi v poskusu, opisanem v magistrskem delu K. Fric [91]. 
Pri kvantifikaciji obarvanosti listnih diskov bi lahko izboljšali izbor vhodnih podatkov pri 
slikah, ki smo jih posneli s kamero Dino-Lite. Za kvantifikacijo smo namreč po ločitvi 
kanalov RGB uporabili rdeči kanal (slika 27). Glede na to, da je produkt reakcije z GUS 
modrozeleno obarvan, lahko pričakujemo, da bo rdeči kanal glede na zelenega in modrega 
nosil večji delež ozadja. Rezultati kvantifikacije so zato podobni kot v primeru analize 
črno-belih slik, ki smo jih posneli z napravo za slikanje agaroznih gelov (slika 26). 
Prednost barvnih slik bi bolje izkoristili, če bi definirali razpon razmerij med rdečo, 
zeleno in modro vrednostjo v posamezni ločljivostni piki, ki odgovarja barvi produkta – 
valovni dolžini svetlobe, ki je ne absorbira (modro-zeleno območje, 400–550 nm [99]).  
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Kljub našim izsledkom, ki temu nasprotujejo, v literaturi obstajajo zapisi o uporabi 
kvalitativnega testa z GUS za testiranje promotorjev, udeleženih v stresnem odzivu. Tako 
so npr. avtorica Hajiahmadi in sod. [100] proučevali vpliv ranjenja na aktivnost 
promotorja gena MPI (ang. maize proteinase inhibitor, koruzni proteazni inhibitor), ki 
ima podobno vlogo kot CPI8. Z agrobakterijami so liste paradižnika, Lycopersicon 
esculentum, prehodno transformirali s konstruktom MPI::GUS in izražanje encima 
preverili z barvanjem tkiva. Promotor, za katerega so v analizi in silico predvideli večje 
število cis-elementov, povezanih z odzivom z JA in ABA (tako kot mi pri CPI8), so 
inducirali z ranjenjem listnega tkiva. Po treh dneh so odvzeli vzorce in pod povečavo z 
optičnim mikroskopom posneli slike, ki so jih kvantificirali. Intenziteta obarvanja tkiva s 
konstruktom MPI::GUS po encimski reakciji je bila 2,6-krat večja kot pri pozitivni 
kontroli p35S::GUS, medtem ko je bila količina transkriptov, ki so jo določili po RT-
qPCR, 4,1-krat višja kot pri pozitivni kontroli. Negativna kontrola (neranjeni listi) niso 
bili obarvani.  
Luciferazni test omogoča kontinuirno detekcijo promotorske aktivnosti in vivo v velikem 
številu vzorcev hkrati. Meritve smo izvajali z luminometrom v enakomernih časovnih 
intervalih (10 minut; slike 32–48 in slike 57–77 v prilogi). V primerjavi s testom z GUS 
in konfokalno makroskopijo je kvantifikacija signala avtomatizirana. Ena od omejitev pri 
uporabi luminometra je ta, da lahko meritev luminiscence izvajamo le v popolni temi, s 
tem pa vnesemo motnjo v biološki sistem, kar je pri fotosintetizirajočem listnem tkivu 
lahko zelo pomembno, zlasti pri daljših časih merjenja [101]. Vredno bi bilo preveriti, 
kakšen vpliv na dolgotrajno meritev (npr. 24 ur) ima popolna tema ves čas merjenja: 
mikrotitrsko ploščo z vzorci bi za ta namen hranili v rastni komori, v kateri so rasle 
rastline, preden smo jih vzorčili, in izmerili luminiscenco npr. vsake pol ure. S tem bi 
sicer izgubili dve tretjini časovnih točk, prenašanje in tresenje plošče pa bi lahko 
povzročilo dodaten stres in celo izgubo dela vzorcev, če bi listni diski potonili pod gladino 
raztopine. Idealno bi bilo, če bi imeli luminometer med meritvijo kar v rastni komori, kjer 
so rasle vzorčene rastline, po vsaki meritvi pri časovni točki pa bi nosilec ploščo ponovno 
izpostavil svetlobi. 
Podobno kontinuirno meritev bi lahko poskusili izvesti tudi s testom GUS, če bi namesto 
kromogenega substrata X-Gluc uporabili 4-MUG, iz katerega po katalizi nastane 
fluorescenčen produkt, če bi nam ga uspelo vnesti v rastlinsko tkivo, saj se fluorescenčni 
test z GUS navadno izvaja na celičnih lizatih [89]. Obstaja protokol, pri katerem so 
fluorogeni substrat injicirali v rastlinsko tkivo [102], kar pa bi lahko predstavljalo dodaten 
vir stresa pri poskusu. Kvantitativni test z GUS navadno izvajajo po homogenizaciji 
rastlinskega tkiva. Tako sta npr. avtorja Halder in Kombrink test z GUS pod kontrolo 
promotorjev, udeleženih v stresnem odzivu (tudi PR1p in WRKY29p), izvedla v 
mikrotitrski plošči s 96 vdolbinicami. Za to sta kalčke rastlin A. thaliana, ki sta jih 
vzgojila iz semen kar v mikrotitrski plošči, po nekajurni inkubaciji z induktorjem (SA ali 
fragmentom bakterijskega flagelina, flg22) lizirala in situ, v pufer za lizo sta dodala  
4-MUG. Po inkubaciji sta s fluorometrom izmerila fluorescenco produkta [103]. S 
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konfokalno makroskopijo bi lahko spremljali fluorescenco FP tudi tako, da tkiva ne bi 
vzorčili, kot je opisano v diplomskem delu R. Strah [104], vendar bi lahko naenkrat 
opazovali dogajanje le v majhnem številu celic. Vzorčenje tkiva za konfokalno 
makroskopijo lahko povzroča dodatne težave zaradi fluorescence endogenih sekundarnih 
metabolitov, ki jih rastlina proizvaja v povečanem obsegu ravno v stresnem odzivu [82]; 
pri večji laserski moči bi pričakovali še bledenje flurofora in poškodbe tkive [80]. Ta 
metoda ni tako primerna za hitro ugotavljanje inducibilnosti, saj zaradi biološke 
variabilnosti potrebujemo veliko več časa.  
Meritev poteka pri temperaturi, ki je lahko višja od sobne temperature, kar smo opazili 
zlasti pri daljših meritvah, med katerimi se je luminimoter segrel, nima pa možnosti 
aktivnega ohlajanja. Če temperatura močneje naraste (nad 30 °C), rastlina že doživi 
vročinski stres [98]. Odziv rastline na abiotski stres je prepleten z odzivom na biotskega, 
bodisi zaradi aktivacije nabora TF bodisi zaradi strukturnih sprememb proteinov [105]. 
Vendarle pa je temperatura, ki jo doseže luminometer, pomembno nižja od temperature 
inkubacije za encimsko reakcijo GUS. 
Še ena prednost testa z LUC pred testom z GUS in spremljanjem fluorescence EGFP je v 
tem, da se produkt s časom ne kopiči in signal ne sešteva, kar izhaja iz narave encimske 
reakcije: pri reakciji z luciferinom nastane en foton in molekula oksiluciferina, ki zelo 
dolgo zapušča aktivno mesto. Pred razgradnjo v celici naj bi ena molekula luciferaze 
proizvedla le en foton svetlobe [69]. Iz rezultatov, ki smo jih dobili zlasti pri daljših 
meritvah (več kot 24 ur; sliki 69 in 70 v prilogi), sklepamo, da podatek iz literature o 
nestabilnosti luciferaze in/ali inhibicije s produktom drži, saj so vrhovi luminiscence ozki: 
luminiscenca hitro naraste in upade, pri daljših časih pa je stabilna in ne narašča. 
Nasprotno se obarvan produkt encimske reakcije GUS s časom kopiči, kar privede do 
prenasičenosti signala in s tem otežene ali nemogoče kvantifikacije. Poleg tega zaradi 
naraščanja koncentracije in svoje kemijske narave produkt difundira po tkivu in v 
raztopino, zato ga deloma izgubimo s spiranjem listnih diskov (razvidno tudi v rezultatih 
avtorice Hajiahmadi in sod. [100]). Za opazovanje FP pričakujemo, da bi dalo podoben 
rezultat kot LUC, pri čemer bi bila ostrina vrhov, če bi se ti pojavili, odvisna od stabilnosti 
FP. Test z LUC ima torej zaradi lastnosti encima večjo časovno dinamiko vsaj od testa z 
GUS. 
5.2 Luciferazni test zadošča pogojem za preverjanje nativnih 
inducibilnih promotorjev 
Pri izboru metode za učinkovito, hitro, ponovljivo in zanesljivo preverjanje nativnih 
inducibilnih promotorjev, ki so udeleženi v stresnem odzivu, je ključnega pomena visoka 
občutljivost metode, ki omogoča detekcijo relativno majhne in dinamične promotorske 
aktivnosti in ob tem razlikovanje signala neinduciranega od induciranega vzorca. Slednje 
je seveda odvisno tudi od narave promotorja, vendar deloma pritiče izbrani metodi. 
Luciferazni test omogoča oboje, ob tem pa lahko zaradi kontinuirnega merjenja določimo 
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časovne točke, pri katerih bi tudi pri drugih metodah pričakovali najzanimivejše 
dogajanje (npr. vrhovi signala). 
Luciferazni test je izjemno občutljiv, zato moramo biti pri rokovanju z vzorci ter pri 
celotnem postopku zelo natančni in previdni, da ne pride do nepotrebnih poškodb tkiva, 
ki povzročijo indukcijo stresnega promotorja tudi pri kontroli: izogibati se moramo 
nepotrebnemu abiotskemu stresu (npr. da rastlin po agroinfiltraciji ne bi zalili ipd.), z 
listov med agroinfiltracijo nežno obrišemo odvečno tekočino, ki izhaja iz listnih rež, 
listno površino, ki smo jo transformirali, označimo zelo previdno, da je ne poškodujemo. 
Poškodovano tkivo sicer omogoča tudi boljši prehod luciferina, kar je pomembno 
predvsem na začetku merjenja [106]. Luciferin bi lahko aplicirali tudi s pršenjem ali 
zalivanjem; po prehodu v rastlino se v oddaljena tkiva prenaša po žilnem sistemu [69]. 
Z enakomernim in previdnim rokovanjem z rastlinskim materialom se približamo temu, 
da z večjim številom parov vzorcev opazujemo biološko variabilnost pri odzivu 
promotorja na dodan hormon. Pri vzorčenju v parih smo pogosto ugotovili, da je na istem 
listu prišlo do različnega odziva: tako indukcije (včasih celo zelo močne) kot represije 
aktivnosti promotorja (slike 13, 16 in 19 ter slike 68, 71, 74 in 77 v prilogi). Razlike v 
odzivu na enem listu so bile večinoma primerljive z razlikami v odzivu na dveh listih 
(različnih) rastlin. Tudi avtor Bashandy in sod. so ugotovili, da variabilnost v izražanju 
reporterskega proteina (luciferaze) pod kontrolo različnih promotorjev izhaja predvsem 
iz vzorčenja različnih delov agroinfiltriranega lista [107]. Včasih tega nismo mogli 
razložiti z vidnimi spremembami (npr. z večjimi poškodbami pri agroinfiltraciji in 
vzorčenju), zato sklepamo, da vzrok za to leži v različnem izhodiščnem stanju celic, ki 
ležijo blizu skupaj, na razdalji do 1,5 cm. To so ugotovili tudi avtor Yang in sod. zlasti 
pri listih rastlin N. benthamiana, ki še niso zrasli do končne velikosti [108]. Prav tako kot 
oni smo tudi mi ugotovili, da je pri starejših rastlinah in na listih, ki so že zrasli do končne 
velikosti, standardni odklon od povprečne aktivnosti promotorja tako pri kontroli kot pri 
tretmaju manjši (kot je npr. prikazano na sliki 47).  
V nekaterih, ne pa vseh poskusih, smo na grafih aktivnosti promotorja, na katerem smo 
zabeležili potek vseh meritev, opazili, da posamezne vrednosti vidno odstopajo od drugih. 
Kadar smo vzrok za odstopanje lahko opazili na listnih diskih po meritvi: če je porumenel, 
porjavel ali potonil, smo to meritev izločili iz računanja povprečne luminiscence in s tem 
povprečne aktivnosti promotorja. V nekaterih primerih pa nismo opazili razlik med 
listnimi diski z odstopajočimi meritvami in drugimi listnimi diski, zato smo se pri 
odločanju, ali gre za osamelec ali ne, oprli na subjektivno oceno, pri čemer smo pazili, da 
ne izločimo večjega števila meritev. Namesto subjektivnega odločanja bi lahko uporabili 
katero izmed znanih statističnih metod za določanje osamelcev te vrste (ang. outlier time 
series), ki temeljijo bodisi na zmanjšanju razsežnosti vhodnih podatkov (določanje 
reprezentativnih statističnih lastnosti meritev v času) bodisi na iskanju razlik med 




5.3 Lastnosti različic promotorjev CPI8, ki smo jih odkrili z 
luciferaznim testom, in primerjava z rezultati analize in silico 
Začetne oligonukleotide za pomnoževanje promotorskih zaporedij CPI8 iz gDNA 
genotipov Rywal in Désirée smo načrtovali na močno ohranjenih delih treh referenčnih 
promotorskih zaporedij pri genotipu Phureja: Phu143, Phu139 in Phu137 (slika 15). 
Promotorska zaporedja smo pomnožili z dvema paroma začetnih oligonukleotidov, long 
in sh, pri čemer smo pri obeh genotipih za oba para začetnih oligonukleotidov pomnožili 
edinstven set produktov. Največkrat smo iz gDNA pomnožili zaporedje, ki je identično 
Phu143 (trikrat pri genotipu Rywal in dvakrat pri genotipu Désirée). Pridobili smo še 
zaporedja, od katerih je eno zelo podobno Phu143 (enkrat pri genotipu Désirée), eno, ki 
je podobno Phu139 (trikrat pri genotipu Rywal, enkrat Désirée), pa tudi zaporedja, za 
katera se zdi, da so mešanica obeh (šestkrat pri genotipu Désirée). Zaporedje, ki je zelo 
podobno Phu137, smo pomnožili dvakrat (Désirée). Glede na to, da smo pri sekvenciranju 
identificirali 12 različic (tabela 18), pričakujemo, da bi jih, če bi posekvencirali še več 
amplikonov, našli še več.  
Kultivarja Rywal in Désirée sta tetraploidna, zato bi pričakovali, da bomo za vsako 
referenčno zaporedje pri Phureji našli vsaj eno zaporedje, ki bo podobno kateremu od 
referenčnih, vendar največ štiri, ki bi ustrezali alelom na posameznih setih kromosomov. 
Pri kultivarju Rywal smo s sekvenciranjem potrdili samo tri različna promotorska 
zaporedja CPI8: eno je identično Phu143, eno je identično Phu139, eno pa je krajše in 
podobno navedenima dvema. Pri kultivarju Désirée pa smo potrdili zaporedje, identično 
Phu143, eno zelo podobno Phu139 ter eno zelo podobno Phu137. Ob tem smo nedvomno 
našli tudi pet drugih zaporedij, ki so podobna Phu143, pomnožili pa smo jih samo v 
reakciji pri paru začetnih oligonukleotidov sh. Med seboj in od referenčnega se razlikujejo 
v več SNP-jih in kratkih insercijah ali delecijah. Zaradi tega sklepamo, da je v genomu 
Désirée ta del podvojen. Če gre za podvojitev celega gena, bi preverili s ponovnim 
pomnoževanjem tega odseka iz gDNA, za to pa bi načrtovali začetne oligonukleotide 
tako, da bi protismerni nalegal na kodirajoče zaporedje. 
Predvidena vezavna mesta za TF kažejo, da so geni CPI8 vključeni predvsem v odziv na 
ranjenje tkiva in da zapisujejo za založne proteine. Na podlagi podatkov, ki smo jih 
pridobili iz obeh podatkovnih baz (tabeli 19 in 20), je razvidno, da so cis-elementi 
povezani predvsem z odzivom na JA in ABA ter da se geni s predvidenimi cis-elementi 
velikokrat izražajo v založnih tkivih. Pri žitih se založna tkiva nahajajo predvsem v 
endospermu semen, pri krompirju pa v gomoljih – preobraženih steblih. Za gene CPI8 je 
bilo to tudi eksperimentalno potrjeno: inhibitorji cisteinskih proteinaz se izrazito kopičijo 
v gomoljih krompirja [36]. V založnih tkivih je za kopičenje oz. porabo zalog odločilno 
razmerje med ABA in GA: medtem ko ABA stimulira kopičenje zalog, GA stimulira 
njihovo porabo [110]. Založni proteini se v žitih nahajajo predvsem v aleuronski plasti, 
ki obdaja endosperm, v krompirjevih gomoljih pa predvsem v kristalih v kortikalnih 
celicah ob peridermu – kožici gomolja [110].   
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Deb in Kundu, 2015, sta v genomu riža preverjala pojavnost določenih cis-elementov v 
gručah glede na aktivnost gena v določenih življenjskih procesih in rastlinskih organih 
[111]. V promotorjih genov WRKY so se pri tistih, ki se izražajo v listih, značilno 
pojavljali cis-elementi WRKY71OS, MYCCONSENSUSAT in GATABOX (odziv na 
svetlobo), pri izraženih v koreninah pa namesto slednjega CURECORECR (odziv na 
hipoksijo). V promotorjih genov MYB so se pogosto nahajali GT1CONSENSUS, 
MYCCONSENSUSAT in DOFCOREZM, v promotorjih genov MYC pa 
MYCCONSENSUSAT, MYCATERD1 in MYCATERD22. Ti so pogosto prisotni v 
promotorjih genov obrambnega odziva. Vsi našteti se pojavljajo tudi v promotorjih CPI8, 
zanimivo pa je, da so najslabše zastopani v zaporedju CPI8.De7, za katerega smo 
ugotovili, da ima izmed pomnoženih največjo gostoto cis-elementov, udeleženih v odzivu 
z JA (tabeli 19 in 20), prav tako je med testiranimi izkazal najmočnejše izražanje 
luciferaze (slike 43–45 in slike 69–74 v prilogi). 
Pri vseh petih promotorjih, ki smo jih testirali s testom z LUC, smo potrdili, da pri 
tretiranju z JA pride do statistično značilne indukcije. Indukcijo spremljata dva porasta 
aktivnosti po pribl. treh in 19 urah po začetku tretiranja (slike 42, 45 in 48 ter slike 68, 
71, 74 in 77 v prilogi).  
Ker je CPI8.Ry14 veliko krajše od ostalih, smo predvidevali, da vsebuje manj TFBS, ki 
so del drugih signalnih poti, ki lahko nasprotujejo JA, zato smo pričakovali bodisi bolj 
binaren odziv in s tem manjši standardni odklon pri večjem številu bioloških ponovitev 
bodisi da do indukcije z JA ne bi prišlo, ker zaporedje ne vsebuje dovolj TFBS, ki so 
odvisna od JA. Pri tem promotorju smo opazili statistično značilno indukcijo pri tretiranju 
z JA (slike 46–48 in slike 75–77 v prilogi), torej promotorsko zaporedje CPI8.Ry14, ki 
od mesta začetka translacije meri 327 bp, zadostuje za indukcijo z JA, a je ta manjša kot 
pri dveh daljših zaporedjih. Pri vseh treh promotorjih, torej tudi v tem najkrajšem 
promotorskem zaporedju, najdemo cis-elemente BIHD1OS in WRKY71OS, ki se 
prekrivata, ARR1AT, RAV1AAT, CAATBOX1 in CCAATBOX1, CURECORECR, 
GATABOX, DOFCOREZM, ERELEE4, GTGANTG10, POLLEN1LELAT52, 
WBOXATNPR1, WRKY71OS (NewPLACE, tabela 19) ter vezavno mesto za TF BPC 
(TRANSFAC, tabela 20), za katere je znano, da se bodisi odzivajo na JA bodisi so 
udeleženi v obrambnem odgovoru. Sklepamo, da je vsaj eno od njih pomembno za 
indukcijo z JA.  
Najvišjo absolutno jakost luminiscence (zlasti v drugem vrhu) smo opazili pri promotorju 
CPI8.De7 (sliki 43 in 44 ter slike 69, 70, 72 in 73 v prilogi), malo šibkejši je CPI8.Ry1 
(sliki 40 in 41 ter sliki 66 in 67 v prilogi), CPI8.Ry14 pa je občutno šibkejši od njiju (sliki 
46 in 47 ter sliki 75 in 76 v prilogi). Iz analize in silico smo ugotovili, da vsa promotorska 
zaporedja vsebujejo vezavna mesta za TF, ki se odzivajo na večino rastlinskih hormonov, 
ki ne delujejo zgolj sinergistično, zaradi česar so življenjski procesi organizma ves čas 
natančno uravnavani. Sklepamo, da je v promotorskem zaporedju CPI8.De7 razmerje cis-
elementov, ki delujejo sinergistično z JA, s tistimi, ki delujejo antagonistično, večje kot 
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pri daljšem pomnoženem promotorskem zaporedju CPI8.Ry1. K temu lahko pripomore 
večje število različnih JA-odzivnih ali sinergistično delujočih TFBS ali več ponovitev 
enega od teh, lahko pa vsebuje manjše število antagonistično delujočih TFBS. To smo 
predvideli že po analizi in silico, v kateri so imeli CPI8.De7, CPI8.Ry1 in CPI8.Ry14 
podoben delež cis-elementov, odzivnih na JA, glede na celotno število cis-elementov, 
glede na rezultate NewPLACE in v tem vrstnem redu največji do najmanjši delež TFBS, 
odzivnih na JA, glede na rezultate TRANSFAC, medtem ko je bila gostota teh cis-
elementov največja pri CPI8.Ry14, manjša pri CPI8.De7 in še manjša pri CPI8.Ry1 
(tabeli 19 in 20).  
Na podlagi rezultatov bioinformatske analize in testa z luciferazo sklepamo, da bi na 
jakost indukcije lahko pozitivno vplivali cis-elementi oz. vezavna mesta za bZIP43, 
ATHB-1 in/ali WUSATAg (ter CCA1ATLHCB1, za katerega sicer nismo našli anotacije 
za biotski stres), ki so prisotni samo pri CPI8.De7, ali EECCRCAH1 (in MARTBOX), 
ki sta v največjem številu prisotna pri CPI8.De7, medtem ko ju pri CPI8.Ry14 sploh ni. 
Na jakost indukcije bi ob tem lahko negativno vplivali cis-elementi oz. vezavna mesta za 
BIHD1OS in WRKY71OS (ter DOFCOREZM in CARGCW8GAT). V ta zaporedja bi 
lahko vnesli točkovne mutacije, ki bi onemogočale vezavo ustreznih TF, nato pa bi s 
testom z LUC preverjali aktivnost mutiranega promotorja.  
Medtem ko variacije v kodirajočih zaporedjih vplivajo na strukturo proteinov in s tem na 
interakcije, ki jih tvorijo z drugimi biološkimi molekulami, raznolikost promotorskih 
zaporedij vpliva na nabor vezavnih mest za transkripcijske faktorje in posledično na 
aktivnost gena v določenih celičnih procesih. Čeprav vpliv raznolikosti promotorskih 
zaporedij na fenotip v splošnem slabo poznamo, so že pokazali, da je pomembna pri 
lastnostih gojenih sort. Tako so npr. ugotovili, da promotor gena OsCBL10 (protein 10, 
podoben kalcinevrinu B, ang. calcineurin B-like protein 10) v rižu vpliva na toleranco na 
poplavljanje prsti med kalitvijo: dve različici promotorja istega gena lahko sprožita 





Z magistrskim delom smo dosegli zastavljeni cilj, saj smo razvili presejalni test, s katerim 
bo v prihodnje mogoče hitro in enostavno preverjati inducibilnost rastlinskih promotorjev 
po prehodni transformaciji tobaka z agrobakterijami. Pokazali smo, da je z optimizirano 
metodo spremljanja luminiscence mogoče ponovljivo in zanesljivo testirati tudi šibkejše 
nativne promotorje, ki so udeleženi v stresnem odzivu, saj je luciferazni test občutljiv in 
ob tem omogoča kvantificirano spremljanje aktivnosti in vivo vsaj 48 ur. Pri tem lahko 
kemični induktor dodamo neposredno v hranilno raztopino z luciferinom. 
Na podlagi referenčnega zaporedja pri genotipu Phureja smo iz genomske DNA dveh 
kultivarjev krompirja, Rywal in Désirée, pomnožili promotorska zaporedja treh genov 
CPI8 in jim določili nukleotidno zaporedje, nato pa z bioinformatsko analizo preverili, 
kako se razlike v nukleotidnem zaporedju odražajo v prisotnosti vezavnih mest za 
transkripcijske faktorje. Z optimizirano metodo smo nato preverili, ali pride do indukcije 
njihove aktivnosti ob tretiranju z jasmonsko kislino. Ugotovili smo, da pri vseh treh 
pomnoženih različicah različnih dolžin in  različnega števila predvidenih cis-elementov, 
odzivnih na jasmonsko kislino, CPI8.De7, CPI8.Ry1 in CPI8.Ry14, pride do indukcije v 
podobnem vzorcu: prvi vrh indukcije približno 2–3 ure po dodatku induktorja, nakar 
indukcija pade in se znova poveča do drugega vrha približno 19–20 ur po dodatku 
induktorja. Po doseženem drugem vrhu se raven indukcije ustali in traja vsaj še naslednjih 
24 ur. Rezultate testa z luciferazo smo primerjali z rezultati iskanja vezavnih mest za 
transkripcijske faktorje in cis-elemente. Pri tem smo ugotovili, da smo z analizo in silico 
dobro predvideli inducibilnost promotorja, pri čemer smo upoštevali delež cis-elementov, 
ki se odzivajo na izbrani induktor, glede na vse najdene cis-elemente, in gostoto cis-
elementov, ki se odzivajo na izbrani induktor, v bližnji promotorski regiji.  
Promotorsko zaporedje CPI8.De7 smo izbrali kot najprimernejšega kandidata za 
biosenzor signaliziranja jasmonske kisline pri krompirju, saj je izkazal največjo aktivnost 
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8.1 Priloga poglavja Raznolikost promotorskih zaporedij vpliva na 
število in razporeditev vezavnih mest za transkripcijske faktorje 
(TFBS) (4.2.2) 
Na naslednjih straneh slika 55 prikazuje poravnavo referenčnih promotorskih zaporedij 
CPI8 pri genotipu Phureja in pomnoženih iz gDNA kultivarjev Rywal in Désirée z 
orodjem Clustal Kalign. Krepko so zapisana pomnožena zaporedja, ki smo jih izbrali za 
test z LUC. V poravnavi so označena predvidena vezavna mesta transkripcijskih 
faktorjev, za katere je znano, da so udeleženi v signaliziranju z JA (rumeno) oz. v odzivu 
na biotski stres (zeleno). Vezavna mesta na komplementarni verigi so označena tako, da 
je odgovarjajoč del zaporedja podčrtan. Ime TF je napisano pod označenim delom 
poravnanega zaporedja, ki predstavlja njegovo vezavno zaporedje. Predvidena vezavna 



























Phu143_1004nt     CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAAT-TTTTATTTTGCCTAATTATTC-TTGAGTTTC 
Ry3               CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAAT-TTTTATTTTGCCTAATTATTC-TTGAGTTTC 
De1               CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAAT-TTTTATTTTGCCTAATTATTC-TTGAGTTTC 
De15              ------------------------------------------------------------ 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAATTTTTTATTTTCCCCAATTATTCTTTGAGTTTC 
De7               CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAATTTTTTATTTTCCCCAATTATTCTTTGAGTTTC 
De13              ------------------------------------------------------------ 
De14              ------------------------------------------------------------ 
De20              ------------------------------------------------------------ 
De18              ------------------------------------------------------------ 
Phu139_L_955nt    CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAAT-TTTTATTTTGCCCAATTATTC-TTCAGTTTC 
Ry1               CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAAT-TTTTATTTTGCCCAATTATTC-TTCAGTTTC 
De2               CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAAT-TTTTATTTTGCCCAATTATTC-TTCAGTTTC 
                     MYBCORE                                         EECCRCAH1 
 
Phu143_1004nt     AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTATGTATCAGATAACGCAAACCCTAT 
Ry3               AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTATGTATCAGATAACGCAAACCCTAT 
De1               AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTATGTATCAGATAACGCAAACCCTAT 
De15              ------------------------------------------------------------ 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTATATATCATATAACACAAACCCTAT 
De7               AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTATATATCATATAACACAAACCCTAT 
De13              ------------------------------------------------------------ 
De14              ------------------------------------------------------------ 
De20              ------------------------------------------------------------ 
De18              ------------------------------------------------------------ 
Phu139_L_955nt    AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTACATATCATATAACGCAAACCCTAT 
Ry1               AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTACATATCATATAACGCAAACCCTAT 
De2               AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTACATATCATATAACGCAAACCCTAT 
                                   ERELEE4                   IBOXCORE    MYBST1           
 
Phu143_1004nt     CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAAAATAATTAAAA-----AAA-AAATCATCTTGCATA 
Ry3               CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAAAATAATTAAAA-----AAAAAAATCATCTTGCATA 
De1               CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAAAATAATTAAAA-----AAAAAAATCATCTTGCATA 
De15              ------------------------------------------------------------ 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAAAA-AA--AAAA-TCTTAAAAAAATCAGTTTGCATA 
De7               CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAAAA-AA--AAAAATCTTAAAAAAATCAGTTTGCATA 
De13              ------------------------------------------------------------ 
De14              ------------------------------------------------------------ 
De20              ------------------------------------------------------------ 
De18              ------------------------------------------------------------ 
Phu139_L_955nt    CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAA------TAAAA----TAA---AATCATTTTGCATA 
Ry1               CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAA------TAAAA----TAA---AATCATTTTGCATA 
De2               CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAA------TAAAA----TAA---AATCATTTTGCATA 
                      ATHB6COREAT BIHD1OS,WRKY71OS 
 
Phu143_1004nt     ATAATGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCGTGATAGGTAACAAAATAATCAGTGGT 
Ry3               ATAATGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCGTGATAGGTAACAAAATAATCAGTGGT 
De1               ATAATGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCGTGATAGGTAACAAAATAATCAGTGGT 
De15              ------------------------------------------------------------ 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    ATAGTGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCTTGATTGGTACCAAAATAATTAATGGT 
De7               ATAGTGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCTTGATTGGTACCAAAATAATTAATGGT 
De13              ------------------------------------------------------------ 
De14              ------------------------------------------------------------ 
De20              ------------------------------------------------------------ 
De18              ------------------------------------------------------------ 
Phu139_L_955nt    ATAGTGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCTTGATAGGTACCAAAATAATCAGTGGT 
Ry1               ATAGTGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCTTGATAGGTACCAAAATAATCAGTGGT 
De2               ATAGTGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCTTGATAGGTACCAAAATAATCAGTGGT 
                       EECCRCAH1                           GAREAT     WUSATAg 
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Phu143_1004nt     ATAAATCTCAATCGTACTTCAGTGATATATTTTACTTGTGGAATAATTCCATGCCAGCTA 
Ry3               ATAAATCTCAATCGTACTTCAGTGATATATTTTACTTGTGGAATAATTCCATGCCAGCTA 
De1               ATAAATCTCAATCGTACTTCAGTGATATATTTTACTTGTGGAATAATTCCATGCCAGCTA 
De15              ------------------------------------------------------------ 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    ATAAATCTCGATCATACTTCAGTGGCATATTTTACTTGTGGGATAATTCCATGCCAGCTA 
De7               ATAAATCTCGATCATACTTCAGTGGCATATTTTACTTGTGGGATAATTCCATGCCAGCTA 
De13              ------------------------------------------------------------ 
De14              ------------------------------------------------------------ 
De20              ------------------------------------------------------------ 
De18              ------------------------------------------------------------ 
Phu139_L_955nt    ATAAATCTCGATCGTACTTCAGTGACATATTTTACTTGTGGAATAATTCCATGCCAACTA 
Ry1               ATAAATCTCGATCGTACTTCAGTGACATATTTTACTTGTGGAATAATTCCATGCCAACTA 
De2               ATAAATCTCGATCGTACTTCAGTGACATATTTTACTTGTGGAATAATTCCATGCCAACTA 
                        WRKY71OS*,BIHD1OS,LECPLEACS2  MYBST1,SREATMSD*,IBOXCORE 
 
Phu143_1004nt     GCATATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAGCCTGTTATTTGTATTCAGTGGTGAATATA 
Ry3               GCATATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAGCCTGTTATTTGTATTCAGTGGTGAATATA 
De1               GCATATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAGCCTGTTATTTGTATTCAGTGGTGAATATA 
De15              ------------------------------------------------------------ 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    GCACATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAG----------------------------- 
De7               GCACATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAG----------------------------- 
De13              ------------------------------------------------------------ 
De14              ------------------------------------------------------------ 
De20              ------------------------------------------------------------ 
De18              ------------------------------------------------------------ 
Phu139_L_955nt    GCACATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAGCCTGTTATTTGTATTCAGTGGTGAATAAA 
Ry1               GCACATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAGCCTGTTATTTGTATTCAGTGGTGAATAAA 
De2               GCACATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAGCCTGTTATTTGTATTCAGGGGTGAATAAA 
                                                  MYBCORE 
 
Phu143_1004nt     AATTATTAAAATGAAGCAAAACAAATGTTATTTAATTAAAATTATGTAAAATGAACCATA 
Ry3               AATTATTAAAATGAAGCAAAACAAATGTTATTTAATTAAAATTATGTAAAATGAACCATA 
De1               AATTATTAAAATGAAGCAAAACAAATGTTATTTAATTAAAATTATGTAAAATGAACCATA 
De15              ----------------------------------------------------GAACCATA 
Ry14              ----------------------------------------------------GAACCATA 
Phu137_L_512nt    ------------------------------------------------------------ 
De7               ------------------------------------------------------------ 
De13              ----------------------------------------------------GAACCATA 
De14              ----------------------------------------------------GAACCATA 
De20              ----------------------------------------------------GAACCATA 
De18              ----------------------------------------------------GAACCATA 
Phu139_L_955nt    AATTATTAAAATGAAGCAAAACAAATGTTATTTAATTAAAATTATGTAAAATGAACCATA 
Ry1               AATTATTAAAATGAAGCAAAACAAATGTTATTTAATTAAAATTATGTAAAATGAACCATA 
De2               AATTATTAAAATGAAGCAAAACAAATGTTATTTAATTAAAATTATGTAAAATGAACCATA 
 
Phu143_1004nt     AATTCAAACACATGTCATTTATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATAAAATT 
Ry3               AATTCAAACACATGTCATTTATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATAAAATT 
De1               AATTCAAACACATGTCATTTATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATAAAATT 
De15              AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATAA-TTT 
Ry14              AATTCAAACACATGTCATTCATATATTA-------------------------------- 
Phu137_L_512nt    ----------CATGTTATT--TATATT--------------------------------- 
De7               ----------CATGTTATT--TATATT--------------------------------- 
De13              AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTGTATACATTATACACGGATAA-TTT 
De14              AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTGTATACATTATACACGGATAA-TTT 
De20              AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATAA-TTT 
De18              AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATAA-TTT 
Phu139_L_955nt    AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATAA-TTT 
Ry1               AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATAA-TTT 
De2               AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATAA-TTT 
                  ERELEE4     BIHD1OS, WRKY71OS      MYBST1,SREATMSD*,IBOXCORE 
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Phu143_1004nt     TT-TTATCCTTAATAATTATGTACATGAGTCTGGTAAGTAAAATTAGGTGTTGCAACTTA 
Ry3               TT-TTATCCTTAATAATTATGTACATGAGTCTGGTAAGTAAAATTAGGTGTTGCAACTTA 
De1               TT-TTATCCTTAATAATTATGTACATGAGTCTGGTAAGTAAAATTAGGTGTTGCAACTTA 
De15              TT-TTATCCTTAATAATTATGTACA-GAGTATGGTAAGTAAAA-TAGGTGTTGCAACTTA 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    ------------------------------------------------------------ 
De7               ------------------------------------------------------------ 
De13              TTTTTATCCTTAATAATTATGTACATGAGTATGGTAAGTAAAATTAGGTGTTGCAACTTA 
De14              TTTTTATCCTTAATAATTATGTACATGAGTATGGTAAGTAAAATTAGGTGTTGCAACTTA 
De20              TT-TTATCCTTAATAATTATGTACA-GAGTATGGTAAGTAAAA-TAGGTGTTGCAACTTA 
De18              TT-TTATCCTTAATAATTATGTACATGAGTATGGTAAGTAAAA-------------CTTA 
Phu139_L_955nt    TT-TTATCCTTAATAATTATGTACA-GAGTATGGTAAGTAAAA-TAGGTGTTGCAACTTA 
Ry1               TT-TTATCCTTAATAATTATGTACA-GAGTATGGTAAGTAAAA-TAGGTGTTGCAACTTA 
De2               TT-TTATCCTTAATAATTATGTACA-GAGTATGGTAAGTAAAA-TAGGTGTTGCAACTTA 
                     IBOXCORE,SREATMSD*,MYBST1 
 
Phu143_1004nt     ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGATGTCAAGTTTCAAGAGTC 
Ry3               ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGATGTCAAGTTTCAAGAGTC 
De1               ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGATGTCAAGTTTCAAGAGTC 
De15              ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGATGTCAAGTTTCAAGAGTC 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    ------------------------------------------------------------ 
De7               ------------------------------------------------------------ 
De13              ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTAGATGTCAAGTTTCAAGAGTC 
De14              ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTAGATGTCAAGTTTCAAGAGTC 
De20              ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTAGATGTCAAGTTTCAAGAGTC 
De18              ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGCTGTCAAGTTTCAAGAGTC 
Phu139_L_955nt    ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGCTGTCAAGTTTCAAGAGTC 
Ry1               ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGCTGTCAAGTTTCAAGAGTC 
De2               ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGCTGTCAAGTTTCAAGAGTC 
                                                            BIHD1OS,WRKY71OS 
 
Phu143_1004nt     CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCGACTACTCTAG 
Ry3               CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCGACTACTCTAG 
De1               CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCGACTACTCTAG 
De15              CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCGACTACTCTAG 
Ry14              -TTTAAG----------------------------------------------------- 
Phu137_L_512nt    ---------CAGTGG--------------------------------------------- 
De7               ---------CAGTGG--------------------------------------------- 
De13              CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTA------ATTAATTTTACCAACTTCTCTAG 
De14              CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTA------ATTAATTTTACCAACTTCTCTAG 
De20              CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTA------ATTAATTTTACCAACTTCTCTAG 
De18              CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCAACTTCTCTAG 
Phu139_L_955nt    CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCAACTTCTCTAG 
Ry1               CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCAACTTCTCTAG 
De2               CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCAACTTCTCTAG 
                    CBFHV,DRE2COREZMRAB17,DRECRTCOREAT,LTRECOREATCOR15 
 
Phu143_1004nt     TTGAAGCCAAATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
Ry3               TTGAAGCCAAATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
De1               TTGAAGCCAAATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
De15              TTGAAGCCAAATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    -----------------------------------TGAAT-------------------- 
De7               -----------------------------------TGAAT-------------------- 
De13              TTAAAGCCACATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCGTTTTTTATTGT 
De14              TTAAAGCCACATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCGTTTTTTATTGT 
De20              TTAAAGCCACATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCGTTTTTTATTGT 
De18              TTGAAGCCACATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
Phu139_L_955nt    TTGAAGCCACATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
Ry1               TTGAAGCCACATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
De2               TTGAAGCCACATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
                                         MYBST1                 MYBCOREATCYCB1 
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Phu143_1004nt     TACTAAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAAGAAATGTCTTTATTTAA 
Ry3               TACTAAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAAGAAATGTCTTTATTTAA 
De1               TACTAAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAAGAAATGTCTTTATTTAA 
De15              TACTAAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAAGAAATGTCTTTATTTAA 
Ry14              ----------------------ATTTATTTTGGAGACAAATAACAAATGTCTTTATTTAA 
Phu137_L_512nt    ---------------------------------------ATAA----------------- 
De7               ---------------------------------------ATAA----------------- 
De13              TACTCAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAATAAATGTCTTTATTTAA 
De14              TACTCAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAATAAATGTCTTTATTTAA 
De20              TACTCAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAATAAATGTCTTTATTTAA 
De18              TACTCAAA--------------ATTTATTTTGGAGACAAATAACAAATGTCTTTATTTAA 
Phu139_L_955nt    TACTCAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAATAAATGTCTTTATTTAA 
Ry1               TACTCAAA--------------ATTTATTTTGGAGACAAATAACAAATGTCTTTATTTAA 
De2               TACTCAAA--------------ATTTATTTTGGAGACAAATAACAAATGTCTTTATTTAA 
                                                          GAREAT 
 
Phu143_1004nt     TTTGATACTTTACATATTATTCTGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
Ry3               TTTGATACTTTACATATTATTCTGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
De1               TTTGATACTTTACATATTATTCTGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
De15              TTTGATACTTTACATATTATTCTGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
Ry14              TTTGATACTTTACATATTATTCAGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
Phu137_L_512nt    ---------------ATTATT--------------------------------------- 
De7               ---------------ATTATT--------------------------------------- 
De13              TTTGATACTTTACATATTATTCTGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
De14              TTTGATACTTTACATATTATTCAGTGTAACACATATTATGTACTACATATTTTTGTTGAT 
De20              TTTGATACTTTACATATTATTCAGTGTAACACATATTATGTACTACATATTTTTGTTGAT 
De18              TTTGATACTTTACATATAATTCAGTGTAACACATATGATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
Phu139_L_955nt    TTTGATACTTTACATATTATTCAGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
Ry1               TTTGATACTTTACATATAATTCAGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
De2               TTTGATACTTTACATATAATTCAGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
 
Phu143_1004nt     AGT-AAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
Ry3               AGTAAAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
De1               AGTAAAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
De15              AGTAAAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
Ry14              AGTAAAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATTGAAGCTTGCTATTAGTTATTTA 
Phu137_L_512nt    -----------GAAA--------------CTTGATATT-------------AGGTATTTA 
De7               -----------GAAA--------------CTTGATATT-------------AGGTATTTA 
De13              AGTAAAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
De14              AGTAAAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATTGAAGCTTGATATTAGTTATTTA 
De20              AGTAAAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATTGAAGCTTGATATTAGTTATTTA 
De18              AGTACAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
Phu139_L_955nt    AGTACAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
Ry1               AGTACAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
De2               AGTACAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
                                            WRKY71OS 
 
Phu143_1004nt     AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
Ry3               AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De1               AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De15              AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
Ry14              AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTTATTTTTTGTTTGT 
Phu137_L_512nt    AAATGAATAAAATTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De7               AAATGAATAAAATTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De13              AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De14              AAATGGATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De20              AAATGGATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De18              AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
Phu139_L_955nt    AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
Ry1               AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De2               AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
                      MYBST1,SREATMSD*,IBOXCORE                   BIHD1OS,WRKY71OS 
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Phu143_1004nt     CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
Ry3               CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
De1               CAAAAATGTCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
De15              CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
Ry14              CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
Phu137_L_512nt    CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAAGCAAAACACACA 
De7               CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
De13              CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
De14              CAAAAATGTCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
De20              CAAAAATGTCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
De18              CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
Phu139_L_955nt    CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
Ry1               CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
De2               CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
 
Phu143_1004nt     AAGAAAGATG 
Ry3               AAGAAA-ATG 
De1               AAGAAAGATG 
De15              AAGAAAGATG 
Ry14              AAGAAAGATG 
Phu137_L_512nt    AAGAAAGATG 
De7               AAGAAAGATG 
De13              AAGAAAGATG 
De14              AAGAAAGATG 
De20              AAGAAAGATG 
De18              AAGAAAGATG 
Phu139_L_955nt    AACAAAGATG 
Ry1               AAGAAAGATG 
De2               AAGAAAGATG 
  
Slika 55: Poravnava identificiranih in referenčnih promotorskih zaporedij CPI8 z izrisanimi cis-elementi. 
Ry14, De7 in Ry1 predstavljajo različice promotorskih zaporedij, ki smo jih izbrali za test z luciferazo.  
Cis-elementi, kot so predvideni v bazi NewPLACE, so označeni z rumeno (anotirani za odziv z JA) oz. z 
zeleno (anotirani za odziv ob biotskem stresu), njihova imena so zapisana pod pripadajočim delom 
zaporedja. Nekateri cis-elementi se prekrivajo – prekrivajoča mesta so prikazana z drugim odtenkom 
ustrezne barve. Podčrtan del zaporedja pomeni, da je predviden cis-element na komplementarni verigi 




Na naslednjih straneh slika 56 prikazuje poravnavo referenčnih promotorskih zaporedij 
CPI8 pri genotipu Phureja in pomnoženih iz gDNA kultivarjev Rywal in Désirée z 
orodjem Clustal Kalign. Krepko so zapisana pomnožena zaporedja, ki smo jih izbrali za 
test z LUC. V poravnavi so označena predvidena vezavna mesta transkripcijskih 
faktorjev, za katere je znano, da so udeleženi v signaliziranju z JA (rumeno) oz. v odzivu 
na biotski stres (zeleno). Vezavna mesta na komplementarni verigi so označena tako, da 
je odgovarjajoč del zaporedja podčrtan. Ime TF je napisano pod označenim delom 
poravnanega zaporedja, ki predstavlja njegovo vezavno zaporedje. Predvidena vezavna 
mesta smo našli z orodjem TRANSFAC. 
 
 
Phu143_1004nt     CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAAT-TTTTATTTTGCCTAATTATTC-TTGAGTTTC 
Ry3               CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAAT-TTTTATTTTGCCTAATTATTC-TTGAGTTTC 
De1               CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAAT-TTTTATTTTGCCTAATTATTC-TTGAGTTTC 
De15              ------------------------------------------------------------ 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAATTTTTTATTTTCCCCAATTATTCTTTGAGTTTC 
De7               CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAATTTTTTATTTTCCCCAATTATTCTTTGAGTTTC 
De13              ------------------------------------------------------------ 
De14              ------------------------------------------------------------ 
De20              ------------------------------------------------------------ 
De18              ------------------------------------------------------------ 
Phu139_L_955nt    CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAAT-TTTTATTTTGCCCAATTATTC-TTCAGTTTC 
Ry1               CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAAT-TTTTATTTTGCCCAATTATTC-TTCAGTTTC 
De2               CTTCAGTTATATGTATTTGAAGTGCAAT-TTTTATTTTGCCCAATTATTC-TTCAGTTTC 
                                                          ATHB-6 
 
Phu143_1004nt     AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTATGTATCAGATAACGCAAACCCTAT 
Ry3               AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTATGTATCAGATAACGCAAACCCTAT 
De1               AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTATGTATCAGATAACGCAAACCCTAT 
De15              ------------------------------------------------------------ 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTATATATCATATAACACAAACCCTAT 
De7               AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTATATATCATATAACACAAACCCTAT 
De13              ------------------------------------------------------------ 
De14              ------------------------------------------------------------ 
De20              ------------------------------------------------------------ 
De18              ------------------------------------------------------------ 
Phu139_L_955nt    AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTACATATCATATAACGCAAACCCTAT 
Ry1               AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTACATATCATATAACGCAAACCCTAT 
De2               AACACTCAATTTACTCAAATTCAAAACTAAGTTCTACATATCATATAACGCAAACCCTAT 
                                                       TRP1     
 
Phu143_1004nt     CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAAAATAATTAAAA-----AAA-AAATCATCTTGCATA 
Ry3               CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAAAATAATTAAAA-----AAAAAAATCATCTTGCATA 
De1               CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAAAATAATTAAAA-----AAAAAAATCATCTTGCATA 
De15              ------------------------------------------------------------ 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAAAA-AA--AAAA-TCTTAAAAAAATCAGTTTGCATA 
De7               CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAAAA-AA--AAAAATCTTAAAAAAATCAGTTTGCATA 
De13              ------------------------------------------------------------ 
De14              ------------------------------------------------------------ 
De20              ------------------------------------------------------------ 
De18              ------------------------------------------------------------ 
Phu139_L_955nt    CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAA------TAAAA----TAA---AATCATTTTGCATA 
Ry1               CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAA------TAAAA----TAA---AATCATTTTGCATA 
De2               CCTTCAATTATTAATTTGTCAAAAA------TAAAA----TAA---AATCATTTTGCATA 
                     ATHB-6 
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Phu143_1004nt     ATAATGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCGTGATAGGTAACAAAATAATCAGTGGT 
Ry3               ATAATGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCGTGATAGGTAACAAAATAATCAGTGGT 
De1               ATAATGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCGTGATAGGTAACAAAATAATCAGTGGT 
De15              ------------------------------------------------------------ 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    ATAGTGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCTTGATTGGTACCAAAATAATTAATGGT 
De7               ATAGTGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCTTGATTGGTACCAAAATAATTAATGGT 
De13              ------------------------------------------------------------ 
De14              ------------------------------------------------------------ 
De20              ------------------------------------------------------------ 
De18              ------------------------------------------------------------ 
Phu139_L_955nt    ATAGTGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCTTGATAGGTACCAAAATAATCAGTGGT 
Ry1               ATAGTGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCTTGATAGGTACCAAAATAATCAGTGGT 
De2               ATAGTGATTTGCCATTATTTTTAAGATCCATTCTTGATAGGTACCAAAATAATCAGTGGT 
                  HSFA4A                                Myb-15   EDT1,AT4G27900 
 
Phu143_1004nt     ATAAATCTCAATCGTACTTCAGTGATATATTTTACTTGTGGAATAATTCCATGCCAGCTA 
Ry3               ATAAATCTCAATCGTACTTCAGTGATATATTTTACTTGTGGAATAATTCCATGCCAGCTA 
De1               ATAAATCTCAATCGTACTTCAGTGATATATTTTACTTGTGGAATAATTCCATGCCAGCTA 
De15              ------------------------------------------------------------ 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    ATAAATCTCGATCATACTTCAGTGGCATATTTTACTTGTGGGATAATTCCATGCCAGCTA 
De7               ATAAATCTCGATCATACTTCAGTGGCATATTTTACTTGTGGGATAATTCCATGCCAGCTA 
De13              ------------------------------------------------------------ 
De14              ------------------------------------------------------------ 
De20              ------------------------------------------------------------ 
De18              ------------------------------------------------------------ 
Phu139_L_955nt    ATAAATCTCGATCGTACTTCAGTGACATATTTTACTTGTGGAATAATTCCATGCCAACTA 
Ry1               ATAAATCTCGATCGTACTTCAGTGACATATTTTACTTGTGGAATAATTCCATGCCAACTA 
De2               ATAAATCTCGATCGTACTTCAGTGACATATTTTACTTGTGGAATAATTCCATGCCAACTA 
                  AT4G27900,bHLH28              NAC078           bZIP43 
 
Phu143_1004nt     GCATATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAGCCTGTTATTTGTATTCAGTGGTGAATATA 
Ry3               GCATATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAGCCTGTTATTTGTATTCAGTGGTGAATATA 
De1               GCATATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAGCCTGTTATTTGTATTCAGTGGTGAATATA 
De15              ------------------------------------------------------------ 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    GCACATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAG----------------------------- 
De7               GCACATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAG----------------------------- 
De13              ------------------------------------------------------------ 
De14              ------------------------------------------------------------ 
De20              ------------------------------------------------------------ 
De18              ------------------------------------------------------------ 
Phu139_L_955nt    GCACATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAGCCTGTTATTTGTATTCAGTGGTGAATAAA 
Ry1               GCACATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAGCCTGTTATTTGTATTCAGTGGTGAATAAA 
De2               GCACATTAATATCAATTTTTGGAATTGTTAGCCTGTTATTTGTATTCAGGGGTGAATAAA 
                                          Myb-15 
 
Phu143_1004nt     AATTATTAAAATGAAGCAAAACAAATGTTATTTAATTAAAATTATGTAAAATGAACCATA 
Ry3               AATTATTAAAATGAAGCAAAACAAATGTTATTTAATTAAAATTATGTAAAATGAACCATA 
De1               AATTATTAAAATGAAGCAAAACAAATGTTATTTAATTAAAATTATGTAAAATGAACCATA 
De15              ----------------------------------------------------GAACCATA 
Ry14              ----------------------------------------------------GAACCATA 
Phu137_L_512nt    ------------------------------------------------------------ 
De7               ------------------------------------------------------------ 
De13              ----------------------------------------------------GAACCATA 
De14              ----------------------------------------------------GAACCATA 
De20              ----------------------------------------------------GAACCATA 
De18              ----------------------------------------------------GAACCATA 
Phu139_L_955nt    AATTATTAAAATGAAGCAAAACAAATGTTATTTAATTAAAATTATGTAAAATGAACCATA 
Ry1               AATTATTAAAATGAAGCAAAACAAATGTTATTTAATTAAAATTATGTAAAATGAACCATA 
De2               AATTATTAAAATGAAGCAAAACAAATGTTATTTAATTAAAATTATGTAAAATGAACCATA 
                               CBNAC,AT3G25990 
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Phu143_1004nt     AATTCAAACACATGTCATTTATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATAAAATT 
Ry3               AATTCAAACACATGTCATTTATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATAAAATT 
De1               AATTCAAACACATGTCATTTATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATAAAATT 
De15              AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATA-ATTT 
Ry14              AATTCAAACACATGTCATTCATATATTA-------------------------------- 
Phu137_L_512nt    ----------CATGTTATT--TATATT--------------------------------- 
De7               ----------CATGTTATT--TATATT--------------------------------- 
De13              AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTGTATACATTATACACGGATA-ATTT 
De14              AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTGTATACATTATACACGGATA-ATTT 
De20              AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATA-ATTT 
De18              AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATA-ATTT 
Phu139_L_955nt    AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATA-ATTT 
Ry1               AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATA-ATTT 
De2               AATTCAAACACATGTCATTCATATATTAGGTTAGTATATACATTATATACGGATA-ATTT 
                                                  bHLH28,AT4G27900,SPL3 
 
Phu143_1004nt     TTTT-ATCCTTAATAATTATGTACATGAGTCTGGTAAGTAAAATTAGGTGTTGCAACTTA 
Ry3               TTTT-ATCCTTAATAATTATGTACATGAGTCTGGTAAGTAAAATTAGGTGTTGCAACTTA 
De1               TTTT-ATCCTTAATAATTATGTACATGAGTCTGGTAAGTAAAATTAGGTGTTGCAACTTA 
De15              TTTT-ATCCTTAATAATTATGTACA-GAGTATGGTAAGTAAAA-TAGGTGTTGCAACTTA 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    ------------------------------------------------------------ 
De7               ------------------------------------------------------------ 
De13              TTTTTATCCTTAATAATTATGTACATGAGTATGGTAAGTAAAATTAGGTGTTGCAACTTA 
De14              TTTTTATCCTTAATAATTATGTACATGAGTATGGTAAGTAAAATTAGGTGTTGCAACTTA 
De20              TTTT-ATCCTTAATAATTATGTACA-GAGTATGGTAAGTAAAA-TAGGTGTTGCAACTTA 
De18              TTTT-ATCCTTAATAATTATGTACATGAGTATGGTAAGTAAAA-------------CTTA 
Phu139_L_955nt    TTTT-ATCCTTAATAATTATGTACA-GAGTATGGTAAGTAAAA-TAGGTGTTGCAACTTA 
Ry1               TTTT-ATCCTTAATAATTATGTACA-GAGTATGGTAAGTAAAA-TAGGTGTTGCAACTTA 
De2               TTTT-ATCCTTAATAATTATGTACA-GAGTATGGTAAGTAAAA-TAGGTGTTGCAACTTA 
                            ATHB-16 bHLH28,SPL3           MYB24 
 
Phu143_1004nt     ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGATGTCAAGTTTCAAGAGTC 
Ry3               ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGATGTCAAGTTTCAAGAGTC 
De1               ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGATGTCAAGTTTCAAGAGTC 
De15              ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGATGTCAAGTTTCAAGAGTC 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    ------------------------------------------------------------ 
De7               ------------------------------------------------------------ 
De13              ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTAGATGTCAAGTTTCAAGAGTC 
De14              ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTAGATGTCAAGTTTCAAGAGTC 
De20              ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTAGATGTCAAGTTTCAAGAGTC 
De18              ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGCTGTCAAGTTTCAAGAGTC 
Phu139_L_955nt    ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGCTGTCAAGTTTCAAGAGTC 
Ry1               ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGCTGTCAAGTTTCAAGAGTC 
De2               ATTTTATTAGTGCAATAATCCCATGAATGGTTCTCCACTGGCTGTCAAGTTTCAAGAGTC 
                                                             WRKY18 
 
Phu143_1004nt     CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCGACTACTCTAG 
Ry3               CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCGACTACTCTAG 
De1               CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCGACTACTCTAG 
De15              CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCGACTACTCTAG 
Ry14              -TTTAAG----------------------------------------------------- 
Phu137_L_512nt    ---------CAGTGG--------------------------------------------- 
De7               ---------CAGTGG--------------------------------------------- 
De13              CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTA------ATTAATTTTACCAACTTCTCTAG 
De14              CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTA------ATTAATTTTACCAACTTCTCTAG 
De20              CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTA------ATTAATTTTACCAACTTCTCTAG 
De18              CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCAACTTCTCTAG 
Phu139_L_955nt    CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCAACTTCTCTAG 
Ry1               CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCAACTTCTCTAG 
De2               CTTTAAGCACAATGGACAATATTCTCAAGTAATATTTATTAATTTTACCAACTTCTCTAG 
                                                         CBF3,DREB1B,AT1G77200   
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Phu143_1004nt     TTGAAGCCAAATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
Ry3               TTGAAGCCAAATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
De1               TTGAAGCCAAATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
De15              TTGAAGCCAAATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
Ry14              ------------------------------------------------------------ 
Phu137_L_512nt    -----------------------------------TGAAT-------------------- 
De7               -----------------------------------TGAAT-------------------- 
De13              TTAAAGCCACATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCGTTTTTTATTGT 
De14              TTAAAGCCACATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCGTTTTTTATTGT 
De20              TTAAAGCCACATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCGTTTTTTATTGT 
De18              TTGAAGCCACATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
Phu139_L_955nt    TTGAAGCCACATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
Ry1               TTGAAGCCACATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
De2               TTGAAGCCACATTAAATAATAAATATCCTACAAATTGAATTATTGGCCATTTTTTATTTT 
                          EDT1          AT4G27900,ATHB-6,MYB3R1*,MYB118,Myb-15 
 
Phu143_1004nt     TACTAAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAAGAAATGTCTTTATTTAA 
Ry3               TACTAAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAAGAAATGTCTTTATTTAA 
De1               TACTAAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAAGAAATGTCTTTATTTAA 
De15              TACTAAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAAGAAATGTCTTTATTTAA 
Ry14              ----------------------ATTTATTTTGGAGACAAATAACAAATGTCTTTATTTAA 
Phu137_L_512nt    ---------------------------------------ATAA----------------- 
De7               ---------------------------------------ATAA----------------- 
De13              TACTCAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAATAAATGTCTTTATTTAA 
De14              TACTCAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAATAAATGTCTTTATTTAA 
De20              TACTCAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAATAAATGTCTTTATTTAA 
De18              TACTCAAA--------------ATTTATTTTGGAGACAAATAACAAATGTCTTTATTTAA 
Phu139_L_955nt    TACTCAAAATTTATTATTTAAGATTTATTTTGGAGACAAATAATAAATGTCTTTATTTAA 
Ry1               TACTCAAA--------------ATTTATTTTGGAGACAAATAACAAATGTCTTTATTTAA 
De2               TACTCAAA--------------ATTTATTTTGGAGACAAATAACAAATGTCTTTATTTAA 
                     TRP1                           TGA1a Myb-15                        
 
Phu143_1004nt     TTTGATACTTTACATATTATTCTGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
Ry3               TTTGATACTTTACATATTATTCTGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
De1               TTTGATACTTTACATATTATTCTGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
De15              TTTGATACTTTACATATTATTCTGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
Ry14              TTTGATACTTTACATATTATTCAGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
Phu137_L_512nt    ---------------ATTATT--------------------------------------- 
De7               ---------------ATTATT--------------------------------------- 
De13              TTTGATACTTTACATATTATTCTGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
De14              TTTGATACTTTACATATTATTCAGTGTAACACATATTATGTACTACATATTTTTGTTGAT 
De20              TTTGATACTTTACATATTATTCAGTGTAACACATATTATGTACTACATATTTTTGTTGAT 
De18              TTTGATACTTTACATATAATTCAGTGTAACACATATGATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
Phu139_L_955nt    TTTGATACTTTACATATTATTCAGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
Ry1               TTTGATACTTTACATATAATTCAGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
De2               TTTGATACTTTACATATAATTCAGTGTAACACATATTATGTACTATATATTTTTGTTGAT 
                           ATHB1,ATHB-6      MYB118  TGA1a 
 
Phu143_1004nt     AGT-AAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
Ry3               AGTAAAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
De1               AGTAAAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
De15              AGTAAAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
Ry14              AGTAAAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATTGAAGCTTGCTATTAGTTATTTA 
Phu137_L_512nt    -----------GAAA--------------CTTGATATT-------------AGGTATTTA 
De7               -----------GAAA--------------CTTGATATT-------------AGGTATTTA 
De13              AGTAAAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
De14              AGTAAAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATTGAAGCTTGATATTAGTTATTTA 
De20              AGTAAAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATTGAAGCTTGATATTAGTTATTTA 
De18              AGTACAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
Phu139_L_955nt    AGTACAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
Ry1               AGTACAAAAAAGAAAAGTGTTAAGAGTGACTTAATATT-------------AGTTATTTA 
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Phu143_1004nt     AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
Ry3               AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De1               AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De15              AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
Ry14              AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTTATTTTTTGTTTGT 
Phu137_L_512nt    AAATGAATAAAATTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De7               AAATGAATAAAATTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De13              AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De14              AAATGGATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De20              AAATGGATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De18              AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
Phu139_L_955nt    AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
Ry1               AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
De2               AAATGAATAAAACTTATTTGAGGTGTCTAAGGCGGTAGTAGGTATTCATTTTTTGTTTGT 
 
Phu143_1004nt     CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
Ry3               CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
De1               CAAAAATGTCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
De15              CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
Ry14              CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
Phu137_L_512nt    CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAAGCAAAACACACA 
De7               CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
De13              CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
De14              CAAAAATGTCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
De20              CAAAAATGTCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
De18              CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
Phu139_L_955nt    CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
Ry1               CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
De2               CAAAAATGCCCTTAGCAGGTCTATAAATTGGACATAGACTCATAGCAGGCAAAACACACA 
                                                                CBNAC 
 
Phu143_1004nt     AAGAAAGATG 
Ry3               AAGAAA-ATG 
De1               AAGAAAGATG 
De15              AAGAAAGATG 
Ry14              AAGAAAGATG 
Phu137_L_512nt    AAGAAAGATG 
De7               AAGAAAGATG 
De13              AAGAAAGATG 
De14              AAGAAAGATG 
De20              AAGAAAGATG 
De18              AAGAAAGATG 
Phu139_L_955nt    AACAAAGATG 
Ry1               AAGAAAGATG 
De2               AAGAAAGATG 
                                              BPC1       
 
Slika 56: Poravnava identificiranih in referenčnih promotorskih zaporedij CPI8 z izrisanimi vezavnimi 
mesti za transkripcijske faktorje. Ry14, De7 in Ry1 predstavljajo različice promotorskih zaporedij, ki smo 
jih izbrali za test z luciferazo. Vezavna mesta za transkripcijske faktorje, kot so predvidena v bazi 
TRANSFAC, so označena z rumeno (anotirana za odziv z JA) oz. z zeleno (anotirana za odziv ob biotskem 
stresu), njihova imena so zapisana pod pripadajočim delom zaporedja. Nekatera vezavna mesta se 
prekrivajo – prekrivajoča mesta so prikazana z drugim odtenkom ustrezne barve. Podčrtan del zaporedja 
pomeni, da je predvideno vezavno mesto na komplementarni verigi DNA. Za orientacijo je z rdečo barvo 




8.2 Priloge poglavja Uspešna optimizacija luciferaznega testa (4.3.2) 
 
 
Slika 57: Povprečne vrednosti slepe kontrole. Zanimalo nas je, kaj je primernejša slepa kontrola: prazne 
vdolbinice ali listni diski, ki jih nismo transformirali. 
 
 
Slika 58: Aktivnost promotorja MC.R2L ob indukciji z JA v koncentracijah 50 in 500 μM pri posamičnih 
listnih diskih. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative 
luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. 
Meritev je trajala 17,5 ur, luminiscenco smo merili pri 18 kontrolnih in 18 tretiranih vzorcih, od tega smo 
jih 12 tretirali s 50, 6 pa s 500 μM JA – jasmonsko kislino. L1 je spodnji, starejši list, L2 pa prvi list nad 




Slika 59: Povprečne aktivnosti promotorja MC.R2L in standardni odkloni, ki veljajo za vrednosti, 
prikazane na sliki 58. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative 
luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. 
Meritev je trajala 17,5 ur, luminiscenco smo merili pri 18 kontrolnih in 18 tretiranih vzorcih, od tega smo 
jih 12 tretirali s 50, 6 pa s 500 μM JA – jasmonsko kislino. Za izračun povprečja smo uporabili vse meritve. 
Ker za lista L1 in L2 nismo opazili razlik, povprečij zanje nismo pokazali posebej. Ker za lista L1 in L2 
nismo opazili razlik, povprečij zanje nismo pokazali posebej. 
 
 
Slika 60: Aktivnost promotorja MC.R2L ob indukciji z JA v koncentracijah 10 in 25 μM pri posamičnih 
listnih diskih. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative 
luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. 
Meritev je trajala 19 ur, luminiscenco smo merili pri 12 kontrolnih in 24 tretiranih vzorcih, od tega smo 




Slika 61: Povprečne aktivnosti promotorja MC.R2L in standardni odkloni, ki veljajo za vrednosti, 
prikazane na sliki 60. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative 
luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. 
Meritev je trajala 19 ur, luminiscenco smo merili pri 12 kontrolnih in 24 tretiranih vzorcih, od tega smo 
jih 12 tretirali z 10, 12 pa s 25 μM JA – jasmonsko kislino. Za izračun povprečja smo uporabili vse meritve. 
 
 
Slika 62: Aktivnost promotorja MC.R2L ob indukciji z JA v koncentraciji 25 μM pri posamičnih listnih 
diskih. Eno od meritev smo označili kot osamelec in je nismo upoštevali pri izračunu povprečne aktivnosti 
promotorja. Pripadajoči vzorec je bil po koncu meritve vidno temneje obarvan od ostalih. Aktivnost 
promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta 
encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 23 ur z 
vmesno prekinitvijo za eno uro po 20 urah od pričetka. Luminiscenco smo merili pri 24 kontrolnih in  




Slika 63: Povprečne aktivnosti promotorja MC.R2L in standardni odkloni, ki veljajo za vrednosti, 
prikazane na sliki 62. Na dnu grafa sta oznaki pri tistih časovnih točkah, v katerih sta se kontrola in tretma 
značilno razlikovala, pri čemer dopuščamo 5-% negotovost. Aktivnost promotorja smo preverjali preko 
luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere 
zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 23 ur z vmesno prekinitvijo za eno uro po  
20 urah od pričetka. Povprečno aktivnost promotorja smo določili na podlagi vrednosti luminiscence pri 
24 kontrolnih in 23 vzorcih, tretiranih s 25 μM JA – jasmonsko kislino. Za izračun povprečja nismo 
uporabili ene meritve tretmaja, ki je vidno odstopala od ostalih (slika 62). 
 
 
Slika 64: Aktivnost promotorja MC.R2L ob indukciji z JA v koncentraciji 25 μM pri posamičnih listnih 
diskih. Meritev smo po 20 urah prekinili in jo nadaljevali pri manjši občutljivosti detektorja, zato za drugi 
del meritev veljajo vrednosti na sekundarni ordinatni osi. Končali smo jo po 26 urah od začetka. 




Slika 65: Povprečne aktivnosti promotorja MC.R2L in standardni odkloni, ki veljajo za vrednosti, 
prikazane na sliki 64. Za drugi del meritve po polurni prekinitvi veljajo vrednosti na sekundarni ordinatni 
osi. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), 
produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 
26 ur z vmesno prekinitvijo za eno uro po 20 urah od pričetka. Povprečno aktivnost promotorja smo določili 
na podlagi vrednosti luminiscence pri 24 kontrolnih in 24 vzorcih, tretiranih s 25 μM JA – jasmonsko 




8.3 Priloge poglavja Različice promotorskih regij CPI8 izkazujejo 
različno inducibilnost z JA (4.3.3) 
 
 
Slika 66: Aktivnost promotorja CPI8.Ry1 ob indukciji z JA v prvem poskusu. Aktivnost promotorja smo 
preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije 
luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 24 ur, luminiscenco smo merili 
pri 24 kontrolnih in 24 vzorcih, ki smo jih tretirali s 25 μM JA – jasmonsko kislino. Pri označenih osamelcih 
(par vzorcev tretma in kontrola) je bila aktivnost promotorja mnogo višja od povprečne vrednosti, 





Slika 67: Povprečna aktivnost promotorja CPI8.Ry1 ob indukciji z JA v prvem poskusu s standardnim 
odklonom in označenimi časovnimi točkami, v katerih se tretma in kontrola statistično značilno razlikujeta 
(P < 0,05). Za izračun povprečja smo izločili meritev pri tretmaju z JA, ki je očitno odstopala, kot je 
razvidno na sliki 66. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative 
luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. 
Meritev je trajala 24 ur, luminiscenco smo merili pri 24 kontrolnih in 24 vzorcih, ki smo jih tretirali s  
25 μM JA – jasmonsko kislino. 
 
Slika 68: Indukcija promotorja CPI8.Ry1 z JA pri parih listnih diskov ter povprečna indukcija vseh parov 
in indukcija, izračunana kot razmerje med povprečjem tretmaja z JA in povprečjem kontrole pri časovni 
točki (prvi poskus). Pri dveh parih je prišlo do tolikšne indukcije, da smo vrednosti zanju prikazali na 
sekundarni ordinatni osi (modro). Na grafu smo prikazali indukcijo pri vseh parih vzorcev tretma:kontrola, 
a največje nismo upoštevali pri izračunu povprečne indukcije pri parih. Aktivnost promotorja smo 
preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije 
luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 24 ur, luminiscenco smo merili 




Slika 69: Aktivnost promotorja CPI8.De7 ob indukciji z JA v drugem poskusu. Dve vrednosti, ki sta bili 
občutno nižji od ostalih, nismo vključili v izračun povprečne aktivnosti, prikazane na sliki 70. Aktivnost 
promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta 
encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 46 ur, 
luminiscenco smo merili pri 24 kontrolnih in 24 vzorcih, ki smo jih tretirali s 25 μM JA – jasmonsko kislino. 
 
 
Slika 70: Povprečna aktivnost promotorja CPI8.De7 ob indukciji z JA v drugem poskusu s standardnim 
odklonom in označenimi časovnimi točkami, v katerih se tretma in kontrola statistično značilno razlikujeta 
(P < 0,05). Za izračun povprečja nismo uporabili dveh meritev, označenih na sliki 69 kot osamelca. 
Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), 
produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 





Slika 71: Indukcija promotorja CPI8.De7 z JA pri parih listnih diskov ter povprečna indukcija vseh parov 
in indukcija, izračunana kot razmerje med povprečjem tretmaja z JA in povprečjem kontrole pri časovni 
točki (drugi poskus). Pri dveh parih listnih diskov je prišlo do represije promotorja ob tretiranju z JA, 
medtem ko je pri večjem številu parov prišlo do zelo velikega povečanja aktivnosti promotorja (več kot 
petkratnega). Na grafu smo prikazali indukcijo pri vseh parih vzorcev tretma:kontrola in jih upoštevali pri 
izračunu povprečne indukcije pri parih. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota 
RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod 
njegovo kontrolo. Meritev je trajala 46 ur, luminiscenco smo merili pri 24 kontrolnih in 24 vzorcih, ki smo 
jih tretirali s 25 μM JA – jasmonsko kislino. 
 
Slika 72: Aktivnost promotorja CPI8.De7 ob indukciji z JA v tretjem poskusu. Vzorčili in začeli meritev 
luminiscence smo začeli zjutraj, medtem ko smo v ostalih primerih začeli popoldne. Nekaj meritev smo 
določili kot osamelce in so označene na tem grafu. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence 
(enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo 
izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 24 ur, luminiscenco smo merili pri 24 kontrolnih in  




Slika 73: Povprečna aktivnost promotorja CPI8.De7 ob indukciji z JA v tretjem poskusu s standardnim 
odklonom in označenimi časovnimi točkami, v katerih se tretma in kontrola statistično značilno razlikujeta 
(P < 0,05). Za izračun povprečja nekaterih meritev nismo uporabili; kot osamelci so označene na sliki 72. 
Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), 
produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 
24 ur, luminiscenco smo merili pri 24 kontrolnih in 24 vzorcih, ki smo jih tretirali s 25 μM JA – jasmonsko 
kislino. 
 
Slika 74: Indukcija promotorja CPI8.De7 z JA pri parih listnih diskov ter povprečna indukcija vseh parov 
in indukcija, izračunana kot razmerje med povprečjem tretmaja z JA in povprečjem kontrole pri časovni 
točki (tretji poskus). Na grafu smo prikazali indukcijo pri vseh parih vzorcev tretma:kontrola in jih 
upoštevali pri izračunu povprečne indukcije pri parih. Aktivnost promotorja smo preverjali preko 
luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere 
zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 24 ur, luminiscenco smo merili pri 24 kontrolnih 




Slika 75: Aktivnost promotorja CPI8.Ry14 ob indukciji z JA v drugem poskusu. Nobene od meritev nismo 
zavrgli za izračun povprečja na sliki 76. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota 
RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod 
njegovo kontrolo. Meritev je trajala 24 ur, luminiscenco smo merili pri 21 kontrolnih in 21 vzorcih, ki smo 
jih tretirali s 25 μM JA – jasmonsko kislino. 
 
Slika 76: Povprečna aktivnost promotorja CPI8.Ry14 ob indukciji z JA v prvem poskusu s standardnim 
odklonom in označenimi časovnimi točkami, v katerih se tretma in kontrola statistično značilno razlikujeta 
(P < 0,05). Za izračun povprečja smo uporabili meritve za vse listne diske, saj nobena ni vidno odstopala, 
kot je razvidno na sliki 75. Za povprečje aktivnosti pri parih listnih diskov je razlika med tretmajem in 
kontrolo ves čas merjenja luminiscence statistično značilna. Aktivnost promotorja smo preverjali preko 
luminiscence (enota RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere 
zapis smo izražali pod njegovo kontrolo. Meritev je trajala 24 ur, luminiscenco smo merili pri 21 kontrolnih 




Slika 77: Indukcija promotorja CPI8.Ry14 z JA pri parih listnih diskov ter povprečna indukcija vseh parov 
in indukcija, izračunana kot razmerje med povprečjem tretmaja z JA in povprečjem kontrole pri časovni 
točki (drugi poskus). Pri dveh parih je prišlo do občutne represije namesto do indukcije promotorja ob 
tretiranju z JA. Na grafu smo prikazali indukcijo pri vseh parih vzorcev tretma:kontrola in jih upoštevali 
pri izračunu povprečne indukcije pri parih. Aktivnost promotorja smo preverjali preko luminiscence (enota 
RLU, ang. relative luminescence unit), produkta encimske reakcije luciferaze, katere zapis smo izražali pod 
njegovo kontrolo. Meritev je trajala 24 ur, luminiscenco smo merili pri 21 kontrolnih in 21 vzorcih, ki smo 
jih tretirali s 25 μM JA – jasmonsko kislino. 
 
